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D/S: AT BE CH DE FR GB IT U LU NL SE. 
Prodn. of unilamellar liposomes is carried out by dispers- 
ing a phospholipid of formula (I) in an aq. phase, neutralis- 
ing the aq. phase if necessary, and opt. concentrating and/ 
or isolating the resulting liposomes: 

(where (a) m » 0 or 1; 
one of R t and R t is H. OH 


(<?) m 

R,CH,-CR,R,-CH,-0-P-OR 4 
(I) ° H 


or 1-4C alkyl and the 
other is 10-20C alkyl. 
alkenyl, alkoxy or alkenyl 
oxy or 10-30C acyloxy; 
R, is H or 1.4C alkyl; R 4 is H, 1-7C alkyl or a 5-12C 
carbohydrate residue, or R« is a steroid residue when R. 
ind R, are H or OH and R, is H; h \ . 

or (b) m = C or 1; R, and R, are 10-20C alkyl, alkenyl, 
alkoxy or alkenyloxy or 10-50C acyloxy; R, and R« are H; 


SC(4-B1B,5-B1P, \2-tA)Q, 12-M11) 3 


06 1 


or (c) m = 0 or 1; one of R t and R, is H. OH or 1-4C alkyl 

* .n cnr \* l0 ~ 2 «° C aUcyl - » lk "y 1 ' ^^oxy or alkenvloxy 
or 10-50C acyloxy; R, is H and R, is lower alkyl substd. bv 
an ammoruo gp.; 

or (d) m = 0 or 1; R, and R, are 10-20C alkvl. alkenyl, ' 
alkoxy or alkenyloxy or 10-50C acyloxy; R, i» H R 4 is 
lower alkyl substd. by an ammonioalkylammomo gp.). 

In case (a), (I) is dispersed in an aq. medium with a oH 
above 7 together with another lipid or with a factv acid and 
another non-stcrol lipid;/ In case (b). (I) is dispersed in an 
aq. medium with a pH aSove 7, opt. together with another 
lipid. In case (c), (I) is dispersed in an aq. medium with a 
m :° W * ° pt * t0 8 cther another lipid. In case (d), 

(I) is dispersed in an aq. medium with a pH below 7 
together with another lipid. 

U5ZS 

The liposomes are useful for encapsulating lipoohilic 
substances, e.g. drugs, enzymes, antibodies, hormones 
genes, viruses, vitamins, organelles, eyes, pesticides, etc. 
They are esp.useful for organ- selective admin, of active 
agents. In a specifically claimed acrr.in. system, the aciive 


agent it N-acetylmuramyl- L-alanyl-D-isoglutamyl-L- 
alanyl-2-(t , ,2 , -dipaimitoyl-8n-glycero-3 , -phoiphoro)- 
ethylamide. 

ADVANTAGES 

The process gives high yields of liposomes with a rela- 
tively uniform size. The ratio of Urge to small liposomes 
may be varied. 

DETAILS 

In case (a), (I) may be a natural or synthetic lysophos- 
phatidic acid or a lysophosphatidyl- serine, -g lycerol or 
•inositol, and the other lipid may be a lecithin or kephalin. 

*In case (b), (I) may be a natural or synthetic phosphatide 
ic acid. e.g. egg phosphatidic acid or a diacyl phosphatidic 
acid. 

In case (c). (I) may be a ly sophosphatidyl choline 
(lysolecithin), opt. together with a natural lecithin. 

!n case (d), (I) may be phosphatidyl-2-(N,N«dimethyl-N- 
(2-trimethylammonioethyl)ammonio)ethyl chloride and the 
other lipid may be a natural lecithin. 

EXAMPLE 

A soln. of lg egg phosphatidic acid in 20 ml CHClj/ 
Me OH (2:1) was evapd. in vacuo and the residue dispersed 
in 20 ml H 2 0. The dispersion was adjusted to pH 11 with 
0.1N NaOH and then to 7 with 0. IN HQ. giving a dispersion 


of small (200-600 Angstroms) and Large (1000- 10. 000 
Angstroms) liposomes. The yield of small liposomes was 
56%.(45pp367DwgNo0/0). 
(C)ISR: No Search Report. 
h * 


EP--8 8 046-A 



turopaisches Katentamt 

® 0))) Eur °P ean Pat « nt 0ffic « Q Verorfentl.chungsnummer: 0 088 046 

Office europeen des brevets A2 


© EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 

© Anmeldenummer: 83810060.0 © Int. CI. 3 : A 61 K 9/50 

K © Anmeldetag: 11.02.83 


(£) Prioritat: 17.02.82 CH 981.82 
17.01.83 CH 237/83 

© Veroffentlichungstag der Anmeidung: 
07.09.83 Patentblatt 8136 

® Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE FR GB IT U LU NL SE 


© Anmelder: CIBA-GEIGY AG 
Patentabteilung Postf ach 
CH-4002 Basel(CH) 

© Erfinder: Hauser, Helmut. Dr. 
Schwarzbachstrasse 91 
CH-8713 UerikontCH) 


© Lipide in wassriger Phase. 

© Die vorliegende Erfindung oetnrfi ein neues. vorteilhaf- 
tes Verfahren *ur Hersteilung von uniiamellaren Liposomen 
in wassnger Phase durch Ueberfuhren einer geeigneten 
Liptdkomponente. z.B. Phosphatidsaure. in die ionische 
Form, mdem man die Lipiddispersion einer pH-Aenderung 
unterwirft und anschliessend neutralisiert. Oie Bildung der 
uniiamellaren Liposome erfolgt spontan d.h. ohne zusatzli- 
che aussere Energiezufuhr. Oie verfahrensgemass erhaltli- 
chen Liposome konnen als Trager von Wirkstoffen unter- 
schiedlichster Art therapeutisch verwendet werden. 
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Lipide in wassriger Phase 

Gegenscand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
von unilamellaren Liposomen in wassriger Phase. 

Liposomen sind in der Literatur in zahlreichen Verof fent lichungen 
beschrieben worden. Ihr Aufbau und ihre Verwendung ist Gegenstand 
vieler Untersuchungen. Man unterscheidet unilamellare Liposomen mit 
einer Doppelschicht aus Lipiden von mult ilamellaren Liposomen mit 
mehreren Doppelschichten aus Lipiden, die zwiebelf ormig angeordnet 
sind. 

Unilamellare Liposomen haben eine kugelf ormige Hulle und beispielsweise 
einen Durchmesser von ca. 200 bis 50000 A, vorzugsweise ca. 200 bis 
300C0 A. Die kugelfonnige Hulle besteht aus einer Doppelschicht der 
Lipidkomponenten, z.B. amphipatischen Lipiden, z.B. Phospholipiden, 
z.B. Phosphatidsaure, Lecithin oder Kephalin, und gegebenenf alls neu- 
tralen Lipiden, z.B. Cholesterin. Diese Doppelschicht umschliesst einen 
Innenraum, der eine wassrige Phase enthalt. Unilamellare Liposomen 
werden auch als "Vesikel" bezeichnet. 

Es besteht grosses Interesse an der therapeutischen Verwendung von 
Liposomen als Trager von Wirkstoffen unterschiedlichster Art. So 
sind Liposomen a ^ s Trager von Proteinen, z.B. Ant ikor pern oder Enzymen, 
Honnonen, Vitaminen oder Genen oder zu analytischen Zwecken als 
Trager von markierten Verbindungen vorgcschlagen worden. Als Beispiel 
sei die US-Patentschr if t 3,993,754 genannt, welche ein chemothcrapeu- 
tisches Verfahren bci der Behandlung von Tumorzcllen untcr Verwendung 
von Liposomen als Trager zum Cegenstand hat. 


Der becreffende Wirkstoff vird entweder bei der Bildung der Liposomen 
oder nachtfaglich durch Diffusion verkapselt. Die Herstellung von 
Liposomen und die Verkapselung des Wirkstoffs kann auf verschiedene 
Veise erfolgen und ist in detn Uebersichtsartikel "Liposomes-Problems 
and promise as selective drug carriers" von Kaye, St. B. , Cancer 
Treatment Reviews (1981) 8, 27-50, beschrieben. Weitere Verfahren zur 
Herstellung von Liposomen zwecks Verkapselung von Wirkstoffen sind 
ebenfalls durch Barenholz et al. in Biochemistry, Vol 16, No. 12, 
2806-2810, sowie in den Deutschen Of f enlegungsschrif ten (T)0S) 
28 19 835, 29 02 672, 25 32 317 und 28 42 608, in der US-P*tentschrif t 
A, 053,585 und in der Europaischen Patentanmeldung 36 676 beschrieben. 

>:an lost beispielsweise die Lipidkomponenten, 
z.B. Phcspholipide, z.B. Phosphatidsaure, Lecithin oder 
Kephalin, und gegebenenf alls neutrale Lipide, z.B. Cholesterin, in 
eir.c- organischen Losungsaittel, z.B. Chloroform oder Benzol, auf. 
Kach den Eindampfen bleibt eine homogene Schicht, z.B. eine Film- 
schicht, der betreffenden Lipidkomponenten zuriick. Man dispergiert 
anschl iessend die Lipidkomponenten in einer vassrigen Phase, velche 
der. betreffenden Wirkstoff enthalt, z.B. durch Schiitteln. bei cer 
anschliessenden Behandlung mit Ultraschall bilden sich unilar.ellare 
Liposomen, velche den Wirkstoff verkapseln. 

Kach vielen bisher bekannt gevordenen Verfahren erhalt man vassrige 
Phasen sowohl mit Mischungen von unilamellaren als auch multilamella- 
ren Liposomen, wobei Struktur und Grosse dieser Liposomen zufallig 
und kaum beeinf lussbar sind und betrachtlich variieren konnen. 
Wassrige Phase mit uberwiegendem Anteil an unilamellaren Liposomen 
erhalt man bisher nur mit apparativ aufwendigen Herstel lungsverf ahren, 
z.B. durch Ultraschallbehandlung, Dialysieren oder Gelf il tration. 
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Nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung lassen sich auf einfache 
Weise wassrige Phasen mit einem hohen bis fast quantitativen Anteil 
an unilamellar Liposomen herstellen, welche kleine unilamellar 
Liposomen (KUL) mit einem Durchtnesser von ca. 200 - 600 A und grosse 
unilamellar Liposomen (CUL) mit einem Durchmesser von ca. 
600 - 3000 A enthalten konnen. Ein besonderer Vorteil des erfindungs- 
gemassen Verfahrens besteht darin, dass man KUL und GUL von relativ 
einheitlicher Grosse erhalt und dass man das Mengenverhaltnis von 
KUL zu GUL in der dispersen Phase variieren kann. Mittels geeigneter 
Trennmethoden, z.B. Gelf iltration oder einer Ultraf iltrationszelle, 
kann r.an kleine von grossen unilamellaren Liposomen abtrennen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
unilamellaren Liposomen, dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) ein Lipid der Formel 

N (0) m 

I 3 " f*\ 

R -CH.-C-CH,-0-P-0-R, 
1 2 | 2 | 

R 2 OH 

worin m null oder ein ist, einer der Reste ^ und R 2 Wasserstoff , 
Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy 
mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff oder Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen 
und R A Wasserstoff, Niederalkyl mit 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydrat- 
rest mit 5-12 C-Atomen oder, wenn ^ und R 2 Wasserstoff oder Hydroxy 
und R 3 Wasserstoff bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und ein 
geeignetes zusatzliches Lipid und/oder eine Fettsaure und ein geeigne- 
tes zusatzliches Lipid mit Ausnahme eines Sterins oder 

ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, Rj und R 2 unab- 
hangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 und R^ Wasserstoff 
bedeuten und gegebenenf alls ein geeignetes zusatzliches Lipid 


- u - 

in wassriger Phase mit einera pH-Wert grosser als 7 dispergiert , oder 

b) ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, einer der Reste 
R^ und R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und 
der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 
C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ Wasserstoff und R^ durch 
eine Ammoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, und gegebenen- 
falls ein geeignetes zusatzliches Lipid oder 

ein Lipid der Forme 1 A, worin m null oder eins ist, R 1 und R 2 unabhan- 
gig voneinander Alkyl, Alkenyl oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen 
oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R^ Wasserstoff und durch eine 
Anmonioniederalkylammoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, 
und ein geeignetes zusatzliches Lipid in wassriger Phase mit einen 
pH-Wert kleiner als 7 dispergiert, und, wenn notwendig, die wassrige 
Phase neutralisiert und, wenn ervunscht, die erhalt lichen uni lamellaren 
Liposomen anreichert und/oder abtrennt. 

Die weiter vorn und im folgenden verwendeten allgcaeinen Begriffe 
haben im Rahraen der vorliegenden Beschreibung vorzugsvei se die fol- 
genden Bedeutungen: 

Verfahren a) 

Niederalkyl R , R 2 oder R 3 mit 1-4 C-Atomen ist z.B. bevorzugt Methyl, 
ferner Aethyl, n-Propyl, oder n-Butyl. 

Alkyl R 1 oder R 2 ist vorzugsweise n-Decyl, n-Undecyl, n-Dodecyl (Lauryl), 
n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecyl, n-Hexacecyl (Cetyl), 
n-Octadecyl (Stearyl) oder n-Eicosyl (Arachinyl), ferner n-Heptadecyl 
oder n-Nonadecyl. 
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n-Heptadecyl oder n-Nonadecyl. 

Alkenyl R oder R^ ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyl (Lauroleyl), 
9-cis-Tccradecenyl (Myristoleyl) , 9-cis-Hexadecenyl (Palmi toleiny 1) , 
6-cis-0ctadeceny 1 (Petroseliny 1) , 6-trans-0ctadecenyl (Petroselaid- 
inyl), 9-cis-0ctadecenyl (Oleyl) , 9-trans-0ctadecenyl (Elaidinyl) 
oder 9-cis-Eicosenyl (Gadoleinyl) , ferner 1-Decenyl, 1-Undecenyl, 
1-Dodecenyl , 1-Tridecenyl , 1-Tetradecenyl , 1-Pentadecenyl , 1-Hexa- 
decenyl, 1-Heptadecenyl , 1-Octadecenyl , 9-cis-12-trans-Octadecadienyl 
(Linolyl) , 9-trans-12-trans-Octadecadienyl (Linolaidinyl ) , 9-cis-12- 
cis-Octadienyl (Linoleyl) , 9-cis-ll-t rans-13-trans-0ctadecatrienyl 
(0-Elaostearinyl) , 9-cis-12-cis-15-cis-Octadecatrienyl (Linolenyl) , 
9-, 11-, 13- 15-0ctadecatetraenyl (Parinaryl), 1-Nonadecencyl , 
1-Eicosenyl, 5-, 11-, U-Eicosatrienyl oder 5-, 8-, 11-, 14-Eicosa- 
tetraenyl (Arachidonyl) • 

Alkoxy oder R 2 ist vorzugsweise n-Decyloxy, n-Dodecyloxy (Lauryloxy), 
n-Tecradecyloxy (Myristyloxy) , n-Hexadecyloxy (Cetyloxy) , n-Octadecyl- 
oxy (Stearyloxy) oder n-Eicosyloxy (Arachiny loxy) , ferner n-Undecyloxy, 
n-Tridecyloxy, n-Pentadecyloxy , n-Heptadecyloxy oder n-Nonadecyloxy. 

Alkenyloxy oder R 2 ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyloxy (Lauroleyloxy), 
9-cis-Tetradecenyloxy (Myristoleyloxy) , 9-cis-Hexadecenyloxy (Palinito- 
leinyioxy), 6-cis-0ctadecenyloxy (Petroselinyloxy) , 6-trans-0ctadecenyl- 
oxy (Petroselaidinyloxy) , 9-cis-0ctadecenyloxy (Oleyloxy) , 9-trans- 
Octadecenyloxy (Elaidinyloxy) oder 9-cis-Eicosenyl (Gadoleiny loxy) , 
ferner 1-Decenyloxy, 1-Undecenyloxy, 1-Dodecenyloxy, 1-Tridecenyloxy , 
1-Tetradecenyloxy, 1-Pentadecenyloxy, 1-Hexadecenyloxy, 1-Heptadecenyl- 
oxy, 1-Octadecenyloxy, 9-cis-12-trans-Octadecadienyloxy (Linolyloxy) , 
9-trans-12-trans-Octadecadienyloxy (Linolaidinyloxy) , 9-cis-12-cis- 
Octadienyloxy (Linoleyloxy) , 9-cis-ll-trans-13-trans-Octadecatrienyl- 
oxy (p-Elaostearinyloxy), 9-cis-12-cis-15-cis-Octadecatrienyloxy 
(Linolcnyloxy), 9-, 11-, 13-, 15-0ctadecatetraenyloxy (Parinaryloxy) , 
l-Nonadecenyloxy, 1-Eicosenyloxy , 5-, 11-, 1 4-Eicosatrienyloxy oder 
5-, 8-, 11-, 14-Eicosatetracnyloxy (Arachidonyloxy) . 


Acyloxy R^ odcr mit je 10-SO C-Atomen ist beispielsweise Alkanoyloxy, 
durch ein aromatisches Ringsystem substituiertes Alkanoyloxy oder 
Alkenoyloxy. 

Alkanoyloxy R^ oder R£ ist vorzugswcise n-Decanoyloxy , n-Dodecanoyloxy 
(Lau'royloxy) , n-Tetradecanoyloxy (Myristoyloxy) , n-Hexadecanoyloxy , 
n-Hexadecanoyloxy (Palmitoyloxy) , n-Octadecanoyloxy (Stearoyloxy) oder 
n-Eicosoyloxy (Arachinoyloxy) , ferner n-Undecanoyloxy, n-Tridecanoyi- 
oxy, n-Pentadecanoyloxy, n-Heptadecanoyloxy oder n-Nonadecanoyloxy . 

Durch ein aromatisches Ringsystem substituiertes Alkanoyloxy R^ oder 
R^ ist beispielsweise Phenyl-n-alkanoyloxy , worin der Phenylrest sich 
in L^-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, z.B. Phenyl-n-butvryl- 
oxy, -n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-hep tanoylcxy, -n-octanoyloxy, 
-n-nonanoyloxy, -n-decanoyloxy , -n-undecanoyloxy oder Phenyl-n-dodeca- 
noyloxy, 3- oder 4-, vorzugsweise •i-Alkylphenyl-r.-alkanoy lcxy , worin 
der Alkylphenylrest sich in oJ-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, 
z.B. 4-n-3utyl-, 4-n-Pentyl-, 4-n-Hexyl-, «-r.-Octyl-, 4-n-Decyl- oder 
4-n-Dodecylphenyl-n-butyryloxy , -n-pent anoyloxy- , n-hexanoyloxy, 
-n-octanoyloxy, -n-decanoy loxy oder -n-codecar.cy loxy, Pyren-l-yi-n- 
alkanoyloxy, worin der Pyrenrest sich in i^-Stellung des Alkanoyloxy- 
rests befindet, z.B. Pyren-l-yl-n-butyryloxy, -n-pentanoyloxy , 
-n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy , -n-decanoyloxy oder Pyren-l-yl-decancyl 
oxy, oder 6- oder 8-Alkylpyren-l-yl-n-alkanoyloxy , worin der Alkyl- 
pyren-l-ylrest sich in to-Stellung des Alkanoyloxyrests befindet, z.B. 
6- oder 8-Niederalkyl-, z.B. 6- oder 8-Aethylpyren-l-yl-n-butyryioxy , 
-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, -n-cecanoylo>:y oder 
-n-decanoyloxy, oder 6- oder 8-n-Butylpyren-l-yl-n-butyryloxy , 
-n-pentanoyloxy, -n-hexanoyloxy, -n-octanoyloxy, n-decanoyloxy oder 
-n-dodecanoyloxy , oder 6- oder 8-Alkylpyren-l-yl-n-alkanoyloxy , z.B. 
6- oder 8-n-Decyl-, -n-Dodecyl-, -n-Tetradecyl-, -n-Hexadecyl- oder 
6- oder 8-n-0ctadecylpyren-l-yl-n-butyryloxy , -n-pcntanoy 1 oxy , 
n-hexanoyloxy, n-octanoyloxy, -n-decanoyloxy oder -n-dodecanoyloxy. 
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Durch ein aromatisches Ringsystem subst ituiertes Alkanoyloxy ^ oder 
R 2 ist vorzugsweise 4-(4-n-Decylphenyl)-decanoyl , 4-(Pyren-l-yl)- 
butanoyl, 6- (Pyren-l-yl)-hexanoyl , 8- (Pyren-l-yl)-octanoy 1 , 10-(Pyren- 
]-yl)-octanoyl, 6-(6- oder 8-Aethylpyren-l-yl)-octanoyl , 6-(6- oder 
8-n-Butylpyren-l-yl)-hexanoyl und 10- (6- oder 8-n-0ctadecylpyren-l-yl)- 
decanoyl. 


Alkenoyloxy R. oder R 2 ist vorzugsweise 9-cis-Dodecenyloxy (Lauroleoyl- 
oxy), 9-cis-Tetradecenoyloxy (Myristoleoyloxy) , 9-cis-Hexadecenoyloxy 
(Palmitoleinoyloxy), 6-cis-0ctadecenoyloxy (Petroselinoyloxy) , 
6-trans-0ctadecenoyloxy (Petroselaidinoyloxy) , 9-cis-0ctadecenoyloxy 
(Oleoyloxy), 9-trans-0ctadecenoyloxy (Elaidinoyloxy) oder 9-cis-Eico- 
ser.oyl (Cadoleinoyloxy) , ferner 9-cis-12-trans-Octadienoyloxy (Linoloyl), 
9-trans-12-trans-Octadecadienoyloxy (Linolaidinoyloxy) , 9-cis-12-cis- 
Octadienoyloxy (Linoleoyloxy) , 9-cis-ll-trans-13-crans-Octadecatrie- 
noyloxy (Linolenoyloxy) , 9-, 11-, 13-, 15-0ctadecatetraenovloxv 
(Parinaroyloxy), 5-, 11-, U-Eicosatrienoyloxy oder 5-, 8-, 11-, 
U-Eicosatetraenoyloxy (Arachidonoyloxy) . 

KiederalV.yl nit 1-7 C-Atomen ist z.B. Methyl, Aethyl, Isopropyl, 
n-?rcpyi, Isobutyl oder n-Butyl, und kann durch saure Cruppen, z.B. 
Carboxyl oder Sulfo, basische Gruppen, z.B. Amino, Niederalkylamino, 
z.B.. Methyl- oder Aechylamino, Diniederalkylamino, z.B. Dimethyl- oder 
Diiithylazino, saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, wobei 
die Aainogruppt sich in o-Stellung zur Carboxyl gruppe befindet, eine 
Triniederalkylan-oniogruppe, z.B. Trimethyl- oder Triathylammonio, 
freie ocer vcrcthcrte Kydro::ygruppen, wobei zwei veratherte Hydroxy- 
gruppen durch einen bivalenten Kohlenwasserstof frest, z.B. durch 
Methylen, Aethylen, Aethyliden, 1,2-Propylen oder 2,2-Propylen, mit- 
einander verbunden sein konnen, Halogen, z.B. Chlor oder Broo, Nieder- 
alkoxycarbonyl, z.B. Methoxy- oder Aethoxycarbonyl, oder durch Nieder- 
alkansulfonyl, z.B. Methansulf onyl , substituiert sein. 


- 8 - 


Substituiertes Niederalkyl R 4 mit 1-7 C-Atomen ist vorzugsweise 
Carboxyniederalkyl, z.B. Carboxymethyl , 2-Carboxyathy 1 oder 3-Carbnxy- 
r.-propyl, Aminoniederalky 1 , z.B. Aminomethyl, 2-Aminoathyl oder 
3-Amino-n-propyl , Niederalkylaminoniederalkyl , z.B. Methyl- oder 
Aethylaminotnethyl, 2-Methy laminoathyl oder 3-Methylamino-n-propyl , 
Diniederalkylaminoniederalkyl, z.B. Dimethyl- oder Diathylaminomethyl , 
2-Dimethylaminoathyl oder 3-Dimethylamino-n-propyl , -Amino- ^/-carboxy- 
niederalkyl , z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy-n-propyl , 
Triniederalkylammonioniederalkyl, z.B. 2-Trimethyl- oder 2-Triathyl- 
ammonioathyl oder 3-Trimethyl- oder 3-Triathylammonio-n-prcpyl, 
Kydroxyniederalkyl, z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2,3-Dihydroxypropyl , 
Niederalkosyniederalkyl, z.B. Methoxy- oder Aethoxymechyl , 2-Methoxy- 
athyl Oder 3-Methoxy-n-propyl, Niederalkylendioxyruederalykl, z.B. 
2,3-Aethylendioxypropyl oder 2,3-(2,2-?ropylen)-dio>:ypropyl, oder 
Halogenniederalkyl, z.B. Chlor oder Bronsnethyl, 2-Chlor- oder 2-Brom- 
athyl, 2- oder 3-Chlor- oder 2- oder 3-Brcm-n-propyl . 

Ein Kohlenhydratrest R^ mit 5-12 C-Atomen ist beispielsweise ein 
natiirlicher Moriosaccharidrest, der sich von einer als Aldose oder 
Ketose vorliegenden Pentose oder Hexose abieitet. 

Eine als Aldose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribose, D-Arabinose, 
D-Xylose oder D-Lyxose. 

Eine als Ketose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribulosc ocer 
D-Xylulose. 

Eine als Aldose vorliegende Hexose ist z.B. D-Allose, D-Altrose, 
D-Glucose, D-Mannose, D-Galactose oder D-Talose. 
Eine als Ketose vorliegende Hexose ist z.B. D-Psicose, D-Fructose, 
D-Sorbose oder D-Tagatose. 

Eine Hexose liegt vorzugsweise in zyklischer Form vor, z.B. als 
Pyranose (Aldose), z.B. «- oder 0-D-Glucopyranose, oder als Furanose, 
z.B. a- oder p-D-Fructofuranose. Der Pyranosylrest ist vorzugsweise 
durch die in 1- oder 6-Stellung und der Furanosylrest durch in 1- oder 
5-Stcllung befindlichc Hydroxygruppe mit der rhosphat idylpruppe ver- 
estert . 
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Ein Kohlehydratrest R^ mi t 5-12 OAtomen ist ferncr ein naturlicher 
Disacchori^rest, z.B. ein aus zwei Hexosen gebildeter Disacchar idrest , 
der beisDieT^weise durch Konciensat ion von zwei Aldosen, z.B D-Glucose 
oder D-Galactose oder einer Aldose, z.B. D-Glucose mic einer Ketose, 
z.B. Fructose, gebildet wird. Aus zwei Aldosen gebildete Disaccharide, 
z.B. Lactose oder Maltose, sind vorzugsweise iiber die in 6-Stellung des 
betreffenden Pyranosylrests befindliche Hydroxygruppe mit der 
Phosphatidylsruppe verestert. Aus einer Aldose und einer Ketose gebil- 
dete Disaccharide, z.B. Saccharose, sind vorzugsweise iiber die in 
6-Stellung des Pyranosylrests oder iiber die in 1-Stellung des Furanosyl- 
rests befindliche Hydroxygruppe mit der Phosphatidylgruppe verestert. 

Ein Kohlehvdratrest R, mit 5-12 C-Atomen ist ferner ein der ivatisierter 
Mono- oder Disaccharidrest , worin beispielsveise die Aldehydgruppe 
und/oder ein oder zwei endstandige Hydroxygruppen zu Carboxylgruppen 
oxydiert sind, z.B. ein D-Glucon-, D-Glucar- oder D-Glucoronsaurerest, 
welche vorzugsweise als zyklische Lactonreste vorliegen. Ebenso konnen 
in einen derivat isierten Mono- oder Disaccharidrest Aldehyd- oder Keto- 
gruppen zu Hydroxygruppen reduziert sein, z.B. Inosit, Sorbit oder 
D-M3nr.it f oder Hydroxygruppen durch Wasserstcff, z.B. Desoxyzucker , z.B. 

2- Deso>:y-D-ribose, L-Rhamnose oder L-Fucose, oder durch Amino grupp en, 
z.B. Aminozucker , z.B. D-Glucosamin oder D-Galactosamin, ersetzt 
sein'. 

Ein Kohlehydrat R^ kann ebenfalls ein durch Umsetzung eines der genann- 
ten Mono- oder Disaccharide mit einem starken Oxydationsmittel , z.B. 
Perjodsaure, gebildetes Spaltprodukt sein. 

Ein Steroidrest R^ ist beispielsweise ein Sterinrest, der iiber die in 

3- Stellung des Steroidgeriists befindliche Hydroxygruppe mit der Phos- 
phatidylgruppe verestert ist. 

Ein Sterinrest ist beispielsveise Lanosterin, Sitosterin, Koprostanol, 
Cholestanol, Clykocholsaure, Ergostcrin oder Stigmas terin, vorzugs- 
weise Cholesterin. 
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Wenn R^ einen Steroidrest darstelU, sind R^ und R^ vorzugsveise 
Hydroxy und R^ ist Wasscrstoff. 

Einc Fcttsaure ist bcispielsweise cine gesattigte odcr ungcsattigte 
aliphatische Carbonsaure rait 4 bis 26, bevorzugt 10 bis 20, Kohlen- 
stof fatomen. 

Eine gesattigte aliphatische Carbonsaure ist beispielsweise eine 
geradkettige aliphatische Carbonsaure mit 10 bis 20 Kohlenstof f ato- 
rren, z.B. C2prinsaure (C-10) , Undecansaure (C-ll) , Laurinsaure (C-12), 
Tr icecar.saure (C-13) , Myr ist insaure (C-14), Pentadecansaure (C-15), 
Pa lmit insaure (C-16), Margar insaure (C-17), Stearinsaure (C-18), 
Nonadecansaure (C-19) oder Arachinsaure (C-20). 

Eine gesattigte aliphatische Carbonsaure ist beispielsweise eine ver- 
zve igtkettige aliphatische Carbonsaure nit 10 bir. 20 Kohlenstof fato- 
men, c.B. Isor.yrist insaure (C-14), Isopalmit insaure (C-16), Isostearin- 
saure (C-18). 

Einc ungesattigte aliphatische Carbonsaure mit 10-20 Kohlenstof fatomen 
hat beispielsweise eine gerade Anzahl von Kohlenstof fatomen und bis zu 
fiinf Doppelbindungen und ist beispielsweise Myristoleinsaure (C-14), 
Palmitoleinsaure (C-16), Palmitaleidinsaure (C-16), Petroselinsaure 
(C-16), Oelsaure (C-18), Elaidinsaure (C-18), Vaccensaure (C-18), 
Linolsaure (C-18), Linolelaidinsaure (C-18), Linolensaure (C-1S) , 
cis-Eiccs-5-ensaure (C-20), cis-ll-Eicosensaure , 11 , 14-Eicosadien- 
saure, 11-, 14-, 17-Eicosatriensaure, Arachidonsaure oder 5-, S-, 11-, 
14-, 17-Zicosapentaensaure. 

Die betreirende Fettsaure kann in undissozi ier ter Forr. oder in Form 
eine? Salzes, z.B. als Alkalimetall-, z.B. Natrium- oder Kaliumsalz, 
vor 1 iegcr.. 
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Ein geeignetcs zusatzliches Lipid ist beispielsweise ein Lipid der 
Formel A, vorin m null oder eins ist, 1^ und R 2 unabhangig voneinander 
Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen oder 
Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und Wasserstoff oder 
Niedcralkyl mit je 1-7 C-Atomen, einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Ato- 
men oder einen Steroidrest bedeuten. 

R f R 2 und R 3 haben die weiter vorn genannten Bedeutungen. R^ ist 
ausserdem durch Triniederalkylammonio, z.B. Trimethylammonio, substi- 
tuiertes Niederalkyl, z.B. 2-Trimethylammonioa thyl (Cholinyl). 

Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist vorzugsweise ein Lipid der For- 
mel A, worin und R 2 Acyloxy, R 3 Wasserstoff und R^ 2-Trimethyl- 
ammonioathyl oder 2-Aminoathyl darstellen. 

Ein solches zusatzliches Lipid ist z.B. ein natiirliches Lecithin, 
z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus Sojabohnen, wenn R^ 2-Trimethyl- 
ammonioathyl bedeutet, und ein natiirliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin 
oder Kephalin aus Sojabohnen, wenn R^ 2-Aminoathyl bedeutet. 

Ausserdem sind als zusatzliche Lipide synthetische Lecithine 
(R^ = 2-Tri-ethylammonioathyl) und synthetische Kephaline 
(R 25 2-AminoSthyl) der Formel A bevorzugt, worin Rj und R 2 identische 
Acyloxyrestc, z.B. Lauroyloxy, Oleoyloxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy oder 
Arachinoylcxy bedeuten, z.B. Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, 
Distearoyl-, Diarachinoyl-, Dioleoyl-, Dilinoyl-, Dilinoleoyl-, oder 
Diarachinoyllecithin oder -kephalin, Rj^ und R 2 verschiedene Acyloxy- 
reste, z.B. R 1 Palmitoyloxy und R 2 Oleoyloxy, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyl-lecithin oder -kephalin, Rj und R 2 identische Alkoxyreste, 2.B. 
Tetradecyloxy oder Hexadecyloxy , z.B. Ditetradecyl- oder Dihexadecyl- 
lecithin oder -kephalin, Rj Alkenyl und R 2 Acyloxy, z.B. ein Plasma- 
logen (R^ = Trimethylammonioathyl) , oder Rj Acyloxy, z.B. Myristoyloxy 
oder Palmitoyloxy, und R 2 Hydroxy, z.B. ein natiirliches oder 
synthetisches Lysolecithin oder Lysokephal in, z.B. 1-Myristoyl- oder 
1-Palmitoyllysolecithin oder -kephalin, und R~ Wasserstoff darstellen. 
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Ein geeignetes zusStzliches Lipid ist fcrncr ein Lipid der Formel A, 
worin m eins ist, Alkenyl, Acylamido, R^ Wasserstoff und 
einen 2-Trimethylammonioathyl-Rest (Cholinrest) darstellen. Ein 
solches Lipid ist unter dem Namen Sphingomyelin bekannt. 

Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist ausserdem ein Lysolecithin- 
Analoges, z.B. 1-Lauroyl-l , 3-propandiol-3-phosphorylcholin, ein 
Monoglycerid, z.B. Monoolein oder Monomyristin, ein Cerebrosid, ein 
Gangliosid oder ein Glycerid, welches keine freie oder veratherte 
Phosphoryi- oder Phosphonylgruppe in 3-Steliung encr.alt. ^in solches 
Glycerid ist beispielsweise ein Diacylglyce.rid oder 1-Alkenyl-l- 
hydroxy-2-acylglycerid mit den genannten Acyl- bzv. Alkenylgruppen, 
worin die 3-Hydroxygruppe durch einen der genannten Kohlehydratreste , 
2.3. einen Galactosylrest , verathert ist, z.B. ein Monogalactosyl- 
glycerin. 

Ein zusatzliches Lipid ist ferner ein neutrales lipid, welches in Zell- 
cenbranen enthalten und nur in apolaren organischen Losungsmitteln, z.B. 
in Chloroform, loslich ist. Neutrale Lipide sind beispielsweise 
Steroide, z.B. Oestradiol oder Sterine, z.B. Chclesterin, (3-Sito- 
sterin, Desmosterin, 7-Keto-Cholesterin oder p-Cholestanol, fett- 
losliche Vitamine, z.B. Vitamin A, z.B. Vitamin A^ oder A^, Vitamin E, 
Vitamin K, z.B. Vitamin oder K 2> Vitamin D 2 oder D^* oder e * n 
beliebiges Protein. 

Bevorzugt enthalt die wassrige Dispersion ein Lipid der Fonnel A, 
worin n eins ist, R^ Alkyl, z.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, 
n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl), n-Hepta- 
decyl oder n-Octadecyl (Stearyl), Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy) , 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) , n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy) , Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy , 
Palcitoyloxy oder Stearoyloxy, R 2 Wasserstoff oder Hydroxy, R 3 Wasser- 
stoff oder Niederalkyl, z.B. Methyl, und R^ Wasserstoff, Niederalkyl, 
z.B. Methyl oder Aethyl, Niederalkyl substituiert durch saure und 


basische Oruppeu, z.B. Carboxy und Amino, z.B. U>-Amino-uJ-carboxy- 
niedcralkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy-n- 
propyl, Hydroxyniederalkyl , z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl , Niederalky lend ioxyniederalkyl , z.B. 2, 3-Aethylendioxypropyl 
oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, Halogenniederalkyl , z.B. 2-Chlor- 
oder 2-Bromathyl, einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen, z.B. 
Inosit, oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. Cholesterin 
bedeuten, und ein zusatzliches Lipid der Fortnel A, worin und R^ 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy , Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
R Wasserstoff und R^ 2-Trimethyl amnionic athyl oder 2-Aminoathyl bedeu- 
ten. Die wassrige Dispersion kann auch bevorzugt ein Lipid der Formel A, 
worin und Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy 
oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und R^ Wasserstoff bedeuten. und 
gegebenenfalls ein zusatzliches Lipid der Formel A, worin R 1 und R 2 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
R^ Wasserstof f und R^ 2-Trimethylammonioathyl, 2-Aminoathyl, Nieder- 
alkyl substituiert durch saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und 
Amino, z.B. ^-Amino-uJ-carboxyniederalkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl 
ocer 3-A^ino-3-carboxy-n-propyl, oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 
C-Atcrien bedeuten, z.B. Inosit oder ein Monoglycerid, z.B. Monoolein 
oder Monosiyristin, oder ein Sterin, z.B. Cholesterin, enthalten. 

In erster Linie enthalt die wassrige Dispersion eine Lysophosphatid- 
saure, z.E. eine natiirliche Lysophosphatidsaure, z.B. Ei-Lysophospha- 
tidsaure, oder eine synthetische Lysophosphatidsaure, z,B. 1-Lauroyl-, 
1-Myristoyl-. oder 1-Palmitoyllysophosphatidsaure, ein Lysophosphatidyl- 
serin, z.B. ein naturliches Lysophosphat idylserin, z.B. Lysophosphatidyl- 
serin aus dem Rindcrhirn, oder ein synthetisches Lysophosphatidylserin, 
z.B. 1-Myristoyl- oder 1-Palmitoyllysophosphatidylserin, ein Lysophos- 
phatidylglycerin oder ein Lysophosphatidylinositol und zusatzlich ein 
Lecithin, z.B. ein natiirliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, oder ein 
Lecithin mit gleichen Acyloxygruppen, z.B, Dimyristoyl- oder Dipalrai- 
toyllecithin, ein Lecithin rait verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 

l-Palmitoyl-2-oleoyllecithin f oder zusatzlich ein Kephalin, z.B. ein 
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naturliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin, odcr em Kephalin ric verschie- 
dencn Acyloxygruppen, z.B. 1-Palmitoy 1-2-oleoylkephal in . 

In erster Linie kann die wassrige Dispersion auch eine natiirliche 
Phosphatidsaure, z.B. Ei-Phosphatidsaure, eine synthetische Phosphatid- 
saure, z.B, Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalnitoyl- oder 1-Palmi toyl-2- 
oleoylphosphatidsaure, und gegebenenf alls zusatzlich ein Lecithin, 
z.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, ein Lecithin mit 
gleichen Acyloxygruppen, z.B. Dimyristoyl- oder Dipalmi toy] lecithin, 
oder ein Lecithin mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyllecithin, oder ein Kephalin, z.B. ein naturliches Kephalin, z.B. 
Ei-Kephalin oder ein Kephalin :nit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 
l-Palmitoyl-2-oleoylkephalin, oder ein Phosphatidylserin, z.B. ein 
naturliches Phosphatidylserin, z.B. Phosphatidyl serin aus dera Rinder- 
hirn, oder ein synthetisches Phosphatidylserin, z.5. Dipalnitoyl- 
phosphatidylserin, ein Monoglycerid , z.B. Monoolein oder Monoinyristin, 
oder ein Sterin, z.B. Cholesterin, enthalten. 

Zur Herstellung von unilaraellaren Lipcsorcen scellt nan zunachst eine 
homcgene Schicht der Lipidkosponenten her. Die Herstellung der hoziogenen 
Schicht kann in an sich bekannter Weise erfclgen unc isc veitcr 
hinten im Abschnitt "Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkocpo- 
nenten n beschrieben. 

Die hotnogene Schicht dispergiert man in wassriger Phase und erhoht 
anschliessend den pH-Wert von solchen vassrigen Phasen, worin nur 
eine Lipidkomponente, z.B. reine Phosphatidsaure, dispergiert ist, 
bis auf ca. 12, bevorzugt bis auf ca. 9 bis 11. Dies erfolgt beispieis- 
weise durch Zugabc von physiologisch annehnbaren, basischen Lcsungen, 
z.B. verdvinnter wassriger, ca. 0,01 - 0,2 N, insbesondere ca. 0,1 N 
Satriumhydroxid- oder Kal iumhydroxid-Losung, unter gleichzeitiger 
Kontrolle des pH-Werts. z.B. durch Tupfelprobe oder ein pH-Meter. In 
vassrigen Phasen, worin mehTere Lipidkomponenten, z.B. Phophatidsaure 
und Lecithin, dispergiert sind, reicht eine Erhohung des pH-Werts auf 
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ca. 8-9 aus. Man kann diesen pH-Bereich ebenfalls durch Zugabe von 
wassrigen Basen, z.B. verdiinnter Natronlauge oder Kalilauge, unter 
gleichzei tiger pH-Kontrolle oder durch Zugabe von Puf f erlosung, z.B. 
Phosphatpuf f er losung mit einem geeigneten pH-Wert von 7 bis 8, ein- 
stellen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf onn dispergiert man die homogene 
Schicht der Lipidkomponenten in wassrigen Phasen mit einem pH-Wert 
grosser als 7, z.B. in physiologisch annehmbaren, basischen Losungen, 
z.B. in verdiinnter wassriger, ca. 0,01 - 0,2 N, insbesondere 0,1 N 
Natriumhydroxid- oder Kaliumhydroxid-Losung. Eine Lipidkonponente, 
z.B. reine Phosphatidsaure, dispergiert man in wassrigen Phasen mit 
einem pH-Wert bis ca . 12, bevorzugt ca. 9 bis 11. Mehrere Lipid- 
komponenten, z.B. Phosphatidsaure und Lecithin, dispergiert man in 
wassrigen Phasen mit einem pH-Wert von ca. 8 bis 9. 

Verf ahren b) 

Fiir ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, einer der 
Reste R 1 und R 2 Wasserstoff, Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen 
und der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 
10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und 
R^ durch eine Ammoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeuten, haben 
R^und R 2 die weiter vorn unter Verf ahren a) genannten Bedeutungen. 



Durch eine Ammoniogruppe substituiertes Niederalkyl R^ ist beispiels- 
weise durch eine Triniederalkylaranoniogruppe , z.B. Trimethyl- oder 
Triathyla-nmonio, substituiertes Niederalkyl, z.B. 2-Trinethyl- oder 
2-Triathylammonioathyl. 

Fiir ein Lipid der Formel A, worin m null oder eins ist, R^ und R^ 
unabhangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit 
je 10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, Wasserstoff 
und R^ durch eine Anrnonioniederalkylammoniogruppe substituiertes 
Niederalkyl bedeuten, haben und R 2 die weiter vorn unter Verfahren 
a) genannten Bedeutungen. 


Durch eine Ammonioniederalky lammoniogruppe substituiertes Niederalkyl 
ist bei spiel sweise 2-[^^N-Diniede^alkyl-^ T -(2-N , ,N' ,N ' -triniederalkyl- 
ammonioa thyl )-anwionio]-a thyl, z.B. 2-[N,N-Dimethyl-N-(2-N' .N' , N 1 - cri- 
me thy lammonioa thy l)-ammonio ] -a thyl . 

Ein geeignetes zusatzliches Lipid ist eins der weiter vorn unter Vcr- 
fahren a) genannten zusatzlichen Lipide. 

Bevorzugt enthalt die wassrige Dispersion ein Lipid der Forr.el A, worin 
m eins ist, R Acvloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, ?al-itoyloxy oder 
Stearoyloxy, R 2 Hydroxy, R 3 Wasserstoff und R 4 2-Trinethylananonioathyl 
bedeuten, und ein zusatzliches Lipid der Formel A, vorin R und ?^ 
Acyloxy, z.E. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Pairaitoyloxy cder Stearoyloxy, 
R^ Wasserstoff und R^ 2-Aminoathyl oder 2-Trimethyl arjr.onicathy 1 bedeu- 
ten. Die wassrige Dispersion kann auch bevorzugt ein Lipid der Formel A, 
worin R^ und R^ Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palcii tovloxy 
oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und 2-f S,N-Dimethyl-N-(2-N' ,N ! ,N'- 
trimethylanzLonioathyl)-amnionio]-a thyl bedeuten und cegebenenfal Is ein 
zusatzliches Lipid der Forael A, worin R^ und R 0 Acyloxy, z.B. Lauroyl- 
oxy, Myristoyloxy, Palnitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff und 
R^ 2-Aminoathyl oder 2-Trinethy lannonioathyl bedeuten, enthalten. 

In-erster Linie enthalt die wassrige Dispersion ein Lysophosphatidyl- 
cholin (Lysolecithin) und ein natiirliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin. 
In erster Linie kann die wassrige Dispersion auch ein ?hosphatidyl-2- 
[N, N-Dimethyl-N-(2-N f ,N' jN'-trimethylanmonioathyD-anmoniol-athyl- 
chlorid und gegebenenf alls ein natiirliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, 
enthalten. 

Zur Herstellung von unilamel laren Liposomen stellt man zunachst eine 
homogene Schicht der Lipidkomponenten, z.B. Lysolecithin oder Phophati- 
dy 1-2- [N, N-Dimethyl-N-(2-N ' ,N' ,N'-trimethy lammonioa thyl )-anmonio]- 
athylchlorid, her. 
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Die Herstellung der bomogenen Schicht kann in an sich bekannter V/eise 
erfolgcn und ist *.;eiter hintcn im Abschnitt M Hcrst ellung der homogenen 
Schicht der Lipidkomponenten" beschrieben. 

Die homogene Schicht dispergiert man in wassriger Phase und erniedrigt 
anschliessend den pH-Wert bis auf ca. 1 oder darunter unter gleich- 
zeitiger Kontrolle des pH-Werts, z.B. durch Tupfelproben oder ein 
pH-Meter. Diss erfolgt beispielsweise durch Zugabe von physiologisch 
annehmbaren Sauren, beispielsweise verdiinnten wassrigen Mineralsauren, 
z.B, verdiinnter vassriger Schwef elsaure, Salzsaure oder Phosphor saure. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm dispergiert man die homogene 
Schicht der Lipidkomponenten in wassrigen Phasen mit einem pH-Wert von 
ca. 1 oder Werten darunter, z.B. in verdunnnten wassrigen Mineral- 
sauren, z.B. verdiinnter wassriger Schwef elsaure, Salzsaure oder 
Phosphorsaure unter gleichzeitiger Kontrolle des pH-Werts. 


Eine anschliessende Neutralisierung der wassrigen Phasen ist notven- 
dig, wenn rr.an zuvor den pH-Wert der wassrigen Phase geraassj Verf ahren a) 
auf Werte hoher als 8 oder eemass Verf ahren b) niedriger als 5 einge- 
stellt Jiat. Dies erfolgt, um urjnitteiSar nach der pH-Wert Ermedrigun* 
oder Erhohunsyeine Zerstorung dea Wirl^gf of f s und/oder der Liposomen 
unter basis?Tncn bzwtsauren Bedingungen zu vermeiden. Die basisch 
gemachte vassrige Phase neutralisiert man mit einer geeigneten physio- 
logisch annehmbaren Saure oder einer Puf f erlosung, z.B. Phosphatpuf f er- 


losung mit einem pH-Wert von 7 kia S^Geeignete Sauren sind beispiels- 
weise die weiter vorn genannten verdiinnten wassrigen Mineralsauren 
sowie schvache organische Sauren, z.B. Ameisensaure. oder Essigsaure. 
Die saure wasjr^g^Jbase neutralisiert man durch Zugabe von wassfigen 
Basen, z.B. verdiinnter wassriger Natrium- oder Kaliumhydroxid-Losung. 
Man neutralisiert unter gleichzeitiger Kontrolle des pH-Werts. 


Die Lipide s^ind in Konzcntrationen bis iiber 70S in der wassrigen 
Phase disp|?g^rt . Der KonzentrationsbereT^h von ca. XI bis ca. 20~ 
ist be^voriugt. 


- 18 - 


Man arbeitet zweckmassigerweise bei Raumtemperatur oder hoheren Tem- 
peraturcn, z.B. bis ca. 60°C. Falls cs die Empf indlichkeit des zu ver- 
kapstlnden Wirkstoffs verlangt, fuhrt man das Verfahren uncer Kuhlen 
und gcgebencnfalls in einer Inertgasatmosphare, z.B. S ti ckstof f atmos- 
phare, durch. 

Sowohl nach Verfahren a) als auch nach Verfahren b) findet die Bildung 
von unilamellaren Liposomen spontan (spontaneous vesi culation) , d.h. 
ohne zusatzliche Energiezuf uhr von aussen und mic grosser Ceschuindig- 
keit, start. 

Die nach Verfahren a) und b) erhaltlichen unilamellaren Liposomen sind 
in vassriger Phase relativ lange stabil. Beispielsweise bleiben uni- 
lamellar Liposomen bestehend aus Ei-Phosphatidsaure oder Ei-Phosphatid- 
saure und Ei-Lecithin in wasseriger Phase bei 4°C gelagert mehr als 
14 Tage lang stabil. Wassrige Phasen mit erf indungsgeass herstellbaren 
unilacellaren Liposomen konnen nach den in der Europaischen Patent- 
ansae Idung 0 065 292 angegebenen Verfahren lagerungsfahig gemacht 
werden. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen und ihr Gehalt in 
vassriger Phase lassen sich in an sich bekannter Weise anhand ver- 
schiedener Messmethoden, z.B. optisch ira Elektronenmikroskop, durch 
Massenbestimmung in der analytischen Ultrazentrif uge und vor allem 
spektroskopisch, z.B. im Kemresonanzspektrum (*H, *"*C und ^P), nach- 
veisen. So geben beispielsweise scharfe Signale im Kemresonanz- 
spektrum einen Hinveis auf erfolgte Bildung von kleinen unilamellaren 
Liposomen. Der Anteil an gebildeten kleinen unilamellaren Liposomen 
in System kann aus der Intensitat der Signale berechnet werden. So 
ist in Protonen-Kernresonanzspektrura ein scharfes Methylensignal bei 
cf* 1,28 ppm und ein scharfes Methylsignal bei 6° 0,89 ppm fur kleine 
uni lsr-ellare Liposomen, velche aus Phosphat idsaure gebildet werden, 
chnrckteristisch. Kleine unilamellare Liposomen, welche aus Phosphatide 
saure und Lecithin bestehen, zeigen ebenfalls das Methylen- und das 
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Methylsignal bei 1,28 und 0,89 ppm und zusatzlich ein Methyl- 
signal bei 6= 3,23 ppm, welches der Trimethylammoniogruppe des 
Lecithins zugeordnet wird. 

Die Crosse der gebildeten uni lame 1 1 aren Lipos omen ist u.a. von der 
Struktur der Lipidkomponenten, dem Mischungsverhaltnis der Lipidkompo- 
nenten, der Konzentration dieser Lipidkomponenten in der wassrigen 
Phase und von der Menge und Struktur des zu verkapselnden Virkstoffs 
abhangig. So kann man beispielsveise durch Variation der Konzentration 
der Lipidkomponenten vassrige Phasen nit einem hohen Anteil an kleinen 
Oder grossen uni lane 11 aren Liposomen herstellen. Beispielweise wird 
durch Zugabe von Ei-Phosphatidsaure zur dispersen Phase der Anteil 
an kleinen uni lame 11 aren Liposomen (KUL) erhoht. Der Anteil von GUL in 
einer dispersen Phase lasst sich auch durch Zusatz von Salzen, z.B. 
NaCl oder KC1 erhohen. Der Durchmesser der beispielsveise aus Phospha- 
tidsaure oder Phosphatidsaure und Lecithin gebildeten KUL betragt ca. 
200 - 600 A. Das Einschlussvolumen fur KUL von dieser Grosse betragt 
ca. 0,5 bis 1 1 pro Mol eingesetzter Lipidkomponente. 

Zusatzlich zu KUL enstehen auch grosse unilamellare Liposomen (GUL- 
Durchmesser bis zu 50,000 A 'J . Diese schliessen grdssere Voluaina pro 
Mol eingesetzter Lipidkomponenten ein und eignen sich zur Verkapselung 
mif hoherer Ausbeute und zum Einschluss von voluminosen Materialien, 
z.B. Viren, Bakterien oder Zellorganellen. 

Die Trennung der KUL von GUL erfolgt mittels herkommlicher Trennmetho- 
den, z.B. Gelfiltration, z.B. mit Sepharose 4B als Trager, oder durch 
Sedimentation der GUL in der Ultrazentrifuge bei 160,000 x g. Beispicls- 
weise setzen sich nach mehrstundigec, ca. dreistundigem, Zentrifugie- 
ren in diesem Schwerefeld die GUL ab, wahrend die KUL dispergiert 
bleiben und dekantiert werden konnen. Nach mehnnaligem Zentrif ugieren 
erreicht man eine vollstandige Trennung der GUL von KUL. 
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Auch durch Gelfi ltration kann man alio in der wassrigen Phase befind- 
lichen Liposomen mit einem Durchmesser grosser als 600 A, z.B. CUL 
oder multilamellar Liposomen, sovie niche verkapselte Wirkstoffe und 
iiberschiissige, dispergierte Lipide abtrennen und so eine wassrige 
Phase mit einer Fraktion KUL von relativ einheitlicher Grosse. 
erhal ten. 

Die erfindungsgemass erhaltlichen Liposomen (KUL und GUL) sind geeignete 
Tragersysteme, welche in wassriger Phase zur Solubilisierung von 
lipophilen Stoffen, z.B. f ett loslichen Farbstoffen, zur Stabi lisierung 
von hydrolyseempfindlichen Stoffen, z.B. Prostaglandinen, zun Ein- 
schluss von Schadlingsbekainpf ungsmitt eln, z.B. zur Veranderung des 
Wirkungsprof ils von Dichlorphos, zum Einschluss von Nahrungsmit tel- 
zusatzen, z.B. zwecks Aenderung des Adsorptionsverhaltens von Vitaminen 
oder Farbstoffen, oder zur Einschleusung von verkapselten Wirkstoffen, 
Enzymer., Antikorpern, Hormonen, Genen f Viren, Vitaminen oder Zell- 
organellen in die Zellen einer Zellkultur verwendet werden konnen. 

l-.'sssrigts Phasen, welche die erfindungsgemass erhaltlichen Liposome mic ver- 
kcrscl ten Ivirkstof f en enthalten, sind Verabreichungssysteme , welche sich, 
S^ebenenfalls nach Konzentrierung oder Isolierung der Liposomen, z.B. 
durch Ultrazentrifugieren, zu therapeutischen Zwecken fur die orale 
(p.o.), parenterale (i.v., i.m. oder i.p.) oder topikale Verabreichung 
eicnen. 

Re: oraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf Liposomen- 
ba?is einen Virkstoff, beispielsweise Insulin, das im Verdauungstrakt 
ur.bescSndig ist, schiitzen oder seine Resorption verbessern. Fiir die 
crcle Verabreichung kann die Liposomen-hal tige wassrige Phase rait 
pharmzeutisch unbedenklichen Verdunnuncsmitteln oder Tracern oder mit 
ublichen Zusatzen, z.B. Farbstoffen oder Ceschmackss tof f cn, vcrrr.ischt 
und als Sirup oder in Form von Kapscln vcrabreicht werden. 
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hci parcntcraier Verabreichung konncn Verabrcichungssys temn auf Lipo- 
somLMihasis beispielsveise die Verweilzcit z.B. von Desf err ioxanin, 
sicl»L Cuilmccce R.A. et al. f Life Sci. 22 (4) 313-320, 1978, oder 
Centanycin, siche Scheld W.M. et al., Clin. Res. 26, No. 1, 59 A, 
1978, in einem Organismus verlangern. Ebenso wird die Verveilzeit von 
verkapscUen Chelatbildern, z.B. EDTA (Aethylendiaminte traessigsaure) , 
in Organismcn verlangert, so dass man durch Chelatbildung Schwermetalle 
besonder- .-js Leber, Milz oder Nieren entfernen kann, siehe Rahmann et 
al., Sci-nca, Vol. 180, 300-302, 1973, und J. Lab. Clin. Med. 640-647, 
1974. Mit Verabreichungssystemen auf Liposomenbasis kann man Wirkscof- 
fe in Myokard anreichern, siche Landesmann et al., Science Vol. 198, 
737-733, 1977. Antiinf lamnatorisch wirkende Stoffe, z.B. Cortisol, 
siche Nature 271, No. 5643, 372-73, 1978, oder Proteaseinhibitoren, 
siche Anal, Siochen. S9, No. 2, 400-07, 1978, kann man in der Gelenk- 
flussickeit und Cytostatika in Tumorgewebe, siehe Uebersichtsartikel 
von Kaye St. Cancer Treatment Reviews 8, 27-50, 1981, und die 

vielen darir. ziticrten Literaturstellen, anreichern. Manche Chemo- 
therapeutiha in der Krebstherapie sind weniger toxisch und besser 
vertrliglich, v;enn sie in Liposomen verkapselt verabreicht wcrden, z.B. 
1 iposomverkapseltes Actinomycin D, siehe Rahman et al., Proceedings 
of the Society for Experimental Biogoly and Medicine 146, 1173-1176, 
1974, Mcthotrexat, siehe Lesermann L.D. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
77, Mo. 7, 4039-93, 1980, Vinblastin, Daunomycin oder Cytosin- 
Arabinosic, siehe Muhlensiepen et al., Cancer Res. 41, Nr. 5, 1602-07, 
1931. Liposomen konnen zur Einschleusung von Wirkstoffen, z.B. Enzyrnen, 
Peptidhorrr.onen, Genen oder Viren in das Cytoplasma von Zellen in leben- 
den Or^anis^cn, z.B. zur Einschleusung von Asparaginase, siehe Ueber- 
sichtsartikel von Finkelstein M. und Weissmann G. t J. Lipid Research, 
Vol. 19, 1978, 289-303, von Amyloglucosidase, siehe Gregoriadis G. 
und Ryman B.E., Eur. J. Biochem. 24 (1972), 485-491, oder Neuromi- 
nidase, siche Gregoriadis et al., Biochem. J. (1974) 140, 232-330, 
zur Verankerung spezifischer Erkennun^smolekule, z.B. monoklonaler 
Antikbrpcr, zwecks zielgcricht etcr Einschleusung in definierte Ziel- 
zellen, siehe Lescrman et al., Nature 293 (5S29), 226-228, 1981, zur 
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Imnunst imulation als Adjuvans bci Inpfun^en, z.B: gcgcn Lei shnaniasen, 
siehe New R.R.C. ct al. Nature 272 (5648) 55-56, 1978, oder zur indu- 
^icrccn Frcisctzung von Virkstof fer. durch Signnlc wie Tcmpcruturerho- 
hungen, z.B. in cntzundetem Ccwcbe, oder pH-Wcrt Aendcrungen verve n- 
dct werden. Fur die parenterale Vcrabrcichung konnen die konzentricrten 
oder isolierten Liposomen in einer geeigneten Tragerf liissigkeit , bei- 
spielsweise in sterilem destilliertem Wasser oder in physiologischer 
Kochsalzlosung, suspendiert werden. 

Herstellung der homopenen Schicht der Lipidkomnonenccn 

Die Herstellung der homcgenen Schicht der Lipidkonpcnenten kann in an 
sich bekannter Weise erfolgen. Beispielsweise lost man zunachst das 
Lipid oder Lipidgemisch der Fonnel A, z.B. reine Ei-?hosphacidsaure 
oder eine Mischung aus Ei-Phosphatidsaure und Ei-Lecithin, gegebenen- 
falls unter Zumischung eines lipophilen Wirkstoffs, z.B. Proteins, 
das bei der Bildung der Liposomen in der Lipidschicht , eir.geschlossen 
vird, in einein organischen Losungszit tel auf . Durch . Ent f err.en ces 
organischen Losungsmi ttels, am zvecksassigsten in Vakuuir. oder curch 
Abblasen ir. Inertgas, z.B. Stickstcff, stellt man eine hor.ogene Schicht 
der Lipidkonponenten her. 

Die Auswahl ues betreffenden Losur.zsmittels ist von der Laslichkeit 
der betreffenden Lipidkor.ponenten darin abhangig. Geeignete Losungs- 
mittel sind beispielsweise unsubst ituierte oder substituierte, z.B. 
halc^cr.ierte, aliphatirche, cyclouH-hatische, aro^atische oder aro- 
r.atisch-aliphat ische Kohienvasser? tof f e t z.E. Benzol, Toluol, Methyicr.- 
chlorid oder Chloroform, Alkoholc, z.B. Methanol oder Ae Chanel, ::io- 
deralkancarbonsaureester , z.B. Essigsaureathylcster , Aether, z.B. Di- 
athylather, Dioxan oder Tetrahydrofuran, oder Mischungen dieser Lo- 
sur.5sr.i1 tel. 

Die in der Beschreibung der vorliezenden trfindung ervahnten Lipide 
sind bekannt oder konnen, falls sie neu sind, in an sich bekanr.cer Weise 
nach den iir. Standardwerk von Kniph: C.G. Liposomes Elsevier I5S1, Kapi- 
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eel 3, bef indlichen Vorschriftcn horr.esrellt verdcr. Alle gennnnten 
Lipidc konnen in der wassrigen Dispersion als optisch aktive Derivate 
oder als Racemate enthalten sein. Die folgenden Beispiele veranschau- 
lichen die Irfindung, ohne sie zu beschranken. Temperaturen sind in ' 
Grad Celsius angegeben und Mischungsverhaltnisse auf Volumina bezogen. 

Beispiel 1 : 

a) Man lost 1 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chloroform^ethanol 
Mischung (2:1) und dampft diese Losung in, Vakuum im Rotationsverdampf er 
ein. Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 20 ml destilliertem 
Wasser durch funf Minuten langes Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von 
ca. 3 einstellt. Zur Bildung von unilamellar Liposomen gibt man an- 
schliessend zur dispersen Phase bei Raumtemperatur unter Kontrolle mit 
einem pH-Mecer soviel 0,1 N Natriumhydroxid-Losung, bis der P K-Wert 
auf 11 steigt. Der pH-Wert der wassrigen Phase wird anschliessend 
durch Zugabe von 0,1 N HC1 von 11 bis auf ca. 7 gesenkt. Man. erhalt 
eine leicht opaleszierende, wassrige Phase. 

Die gebildeten unilamellaren Liposomen konnen im Elektronenmikroskop 
sichtbar ge=acht werden. Die Liposomendispersion wird zunachst der 
ublichen Gefrierbruchmethode (f reeze-f racture) unterzogen. Es liegen 
hauptsachlich zwei "Population.,." von unilamellaren Liposomen vor, die 
sich durch ihre durchschnitt liche Grbsse unterscheiden: 

1. Kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser von 
ca. 200-600 A und 

2. Crosse unilamellare Liposomen (CUL) mit einem Durchmesser von 
ca/~ 1,000 - 10,000 A. 

KUL sind im Protonen-NMR-Spektrum durch die Signale o- 1,28 (Methylen) 
und cT= 0,89 ppm (Methyl) erkennbar. Die Ausbeute an KUL kann aus d< 
Intensitaten der Signale abgeschatzt werden und betragt ca. 56 2. 


Jen 


b) Analog Beispiel la) lost man U mal je 10 mg Ei-Phosphatidsaure 
in 4 ma l je 0,2 ml einer Chlorofom^lethanol Mischung (2:1) und dampft 
diese Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den 'ilmartigen 
Ruckstand in 1 r.l destilliertem Wasser durch 5 Minuten langes 
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Schiitteln. Zur Bildung von uni latnel laren Liposotnen gibt man anschlies- 
send zu jeder einzelnen dispersen Phase unter Kontrolle mit einem 
pH-Meter soviel 0,1 K Natriumhydroxid-Losung bis ein pH-Endvert von 
jeweils 6, 8, 11,3 und 11,6 resultiert. Die Ausbeute an KUL betragt 
mit ansteigendem pH-Wert fiir jede Probe 5, 24, 57 und 60 %. 

Beispiel 2 ; 

a) Man lost 1 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chlorof orm/Methanol 
Mischung (2:1) und dampft diese Losung im Vakuum ein. Man dispergiert 
den filmartigen Ruckstand in 50 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung 
uncer Schiitteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der 
pH-Wert der wassrigen Dispersion wird anschliessend durch 2ugabe von 
0,1 K Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt 
ca. 100 7.. 

b) Analog Beispiel 2a) lost man 4 mal je 10 mg Ei-?hosphatidsaure 
in 4 mal je 0,2 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) und 
dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jede Probe in 
soviel 0,01 N Natriumhydroxid-Losung und destilliertem Wasser unter 
Schiitteln, dass sich pK-Werte von ca. 7,3, 8,0, 9,4 und 10,0 einstel- 
len. Die Ausbeute an KUL betragt mit ansteigenden pH-Wert fur jede 
Probe 33, 46, 65 und 81 7.. 


Beispiel 3 : 

Man lost 0,1 g Dilauroylphosphatidsaure in 5 ml einer Chlorof orm/Metha- 
nol Mischung (2:1) und dampft diese Losung im Vakuum ein. Man disper- 
giert den filmartigen Ruckstand in 50 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid- 
Losung unter Schiitteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. 
Der pH-Wert der wassrigen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe 
von 0,1 K Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL 
(ca. 300 - 800 A) betragt 7 3 Z. 


fceispiel 4 ; 

a) Man lost 2 rr.g Ei-Phosphat idsaure und 7 mg Ei-Lecithin in 0,5 ml 
einer Chlorofori/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Losung im 
Vakuum ein. Man dispergicrt den filmartigen Ruckstand in 1 ml destil- 
liercem Wasser iurch fiinf Minutcn langes Schutteln bei Raumtemperatur, 
worauf sich ein pH-Wert von ca. 3 einstellt. Zur Bildung von unilamel- 
laren Liposomer. gibt man anschliessend bei Raumtemperatur unter 
Kontrolle mit einem pH-Meter soviel 0,1 Natronlauge, bis der pH-Wert 
auf ca. 11,2 st=igt. Durch Zugabe von Phosphatpuf f er losung stellt man 
anschliessend cen pH-Wert der vassrigen Phase auf ca. 7 ein. Nan 
erhalt eine lei;ht opaleszierende, vassrige Phase. Die erfolgte Bil- 
dung von unilar.Ellaren Liposomen ist im NME-Spektrum durch die Signale 
0= 1,23 (Mechylen), d= 0,89 (Methyl) und 6= 3,23 (N-CH ) erkennbar. 
In der elektror.sr-aikroskopischen Abbildung sind hauptsachlich zuei 
"Popularionen" vcn unilamellaren Liposomen zu erkennen, die sich durch 
ihre durchschnii.liche Crosse unterscheiden: 

1. KUL mit eine- Durchmesser von ca. 200 - 800 A und 

2. CUL ir.it einer. Durchmesser von ca. 1000 - 10,000 A, 
Die Ausbeute ar :<UL betragt 45 2. 

b) Analog Beispiel Aa) lost man 2 mal je 3 mg Ei-Phospha tidsaure 
und 7 mg Ei-Leci:hin in 2 mal je 0,5 ml einer Chlorof ora/Methanol 
Mischung (2:1) und dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert 
jeveils den f ilzartigen Ruckstand in 1,0 ml destilliertem Wasser durch 
5 Minuten langes Schutteln. Zur Bildung von unilamellaren Liposomen 
gibt man anschliessend zu jeder einzelnen Phase unter Kontrolle mit 
einem P H-Meter scviel 0,1 N Nat riumhydroxid -Losung unter Schutteln, 
bis ein Endwert von 8,6 und 10 eingestellt ist. Die Ausbeute an KUL 
betragt mit anstfigendem pH-Wert 22 und 35 Z„ 
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c) Analog Beispiel 4a) lost aan Proben unterschiedlichen Cchalts an 
Ei-Phosphatidcaure und Ei-Lecithin in je 0,5 ml einer Chloroform/ 
Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Losungen irr, Vakuur. ein. Man 
dispergiert jeweils den filmartigen Riickstand in 1,0 ml destilliertem 
Wasser durcb 5 Minuten langes Schiitteln. Zur Bildung von uni lamell^ron 
Liposomen gibe man anschliessend zu jeder ein2elnen Phase unter Kontrol- 
le mit einem pH-Meter soviel 0,1 N Natriumhydroxid-Losung unter 
Schiitteln, bis sich ein pH-Wert von ca. 11,2 eingestellt hat. 
Die Ausbeute an KUL betragt fur jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatid- 
sauregehalt: 


%-Ei-Phosphatidsaure 

6 

10 

14 

20 

25 

30 | 33 

50 | 

48 

60 

7.-KUL 

5 

9 

14 

17 

19 

20 | 27 

3 S 

|« 

50 


Beispiel 5 : 

a) Man lost 0,3 g Ei-Phosphatidsaure und 0,7 g Ei-Lecithin in 10 ml 
einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und danpft diese Losung im 
Vakuum ein. Man dispergiert diesen Riickstand in 10 r.l einer 0,01 N 
Natriumhydroxid-Losung unter Schiitteln, wobei sich ein pK-Wert von ca. 
12 einstellt. Der pH-Wert der wassrigen Dispersion vird anschliessend 
durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis S gesenkt. Die Ausbeute 
an XUL betragt ca. 30 Z. 

b) Analog Beispiel 5a) lost man Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidlosung und Ei-Lecithin (insgesamt 10 mg Lipid) in je 
0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und darapft diese 
Losung ia Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den filmartigen Riick- 
stand in je 1 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schiitteln, 
wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Vert der wassrigen 
Dispersion vird auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KTL betragt 
fur jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsauregehalt: 


X-Ei-rhosphatidsaure 10 

20 

25 | 30 

40 

50 

bO 

SO 

%-KUL 14 

22 

31 |42 

45 

50 

76 

95 
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Bcispiel 6 : 

a) Man lost 0,7 g Ei-Lecithin, 0,3 g Phosphatidyiscrin aus dm 
Rindorhirn und 2 g Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chloroform/ 
Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Ldsung im Vakuum in> Rotations- 
•verdampfer ein. Man dispergiert den f ilmartigen Ruckstand in 100 ml 
0,01 K Natriumhydroxid-Losung durch fiinf Minuten langes Schiitceln 
-bei Raumtemperatur, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. 
Durch Zugabe von 1 N Salzsaure wird der pH-Wert der wassrigen Phase 
auf ca. 7 eingestellt. Man erhalt eine leicht opaleszierende , wassrige 
Phase, 

Die erfolgte Bildung von uni lamel laren Liposonen kann analog Beispiel 
la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikroskop 
nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbildung sind 
GUL und KUL zu erkennen. 

b) Analog Beispiel 6a) lost man Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidsaure, aber gleicher Menge an Ei-Lecithin und Phospha- 
tidylserin (insgesamt 10 mg Lipid) i„ je 0,5 ml einer Chloroform/Vetha- 
nol Mischung (2:1) und dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man 
dxspergiert jeweils den Ruckstand in je 1,0 ml einer 0,01 N Natrium- 
hydroxid-Losung unter Schutteln, wobei sich ein pH-Kert von ca. 12 ein- 
stellt. Der pH-Wert der wMssrigen Dispersion wird anschliessend durch 
Zugabe von 0,! , Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an 
KUL betragt fur jede Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsauregehalt- 



Beispiel 7 
a) 


Man lost 1 g Asolectin (Phospholipidgemisch hauptsachlich be- 
stehend aus Lecithin, Kephalin, Phosphatidylserin und Phosphatidyl- 


inosit) und 0,2 g Ei-Phosphatidsliu 


re in 20 ml einer Chlorof orm/Mcthanol 
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Mischune (2:1) und dampft diese Losung im Vakuum ein. Man dispcrgicr.L 
den filmartigen Ruckstand in 100 ml 0,01 N Natriumhydroxid-Losung 
durch fiinf Minuten langes Schutteln bei Raumtemperatur , wobei sich 
ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Durch Zugabe von 1 N Salzsaure wird 
der pH-Wert der wassrigen Phase auf ca. 7 gebracht. Man erhalt eine 
leicht opaleszierende, wassrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposoraen kann analog Beispiel la) 
spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronenmikroskop 
nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbildung sind 
GUL und KUL zu erkennen. 


b) Analog zu Beispiel 6a). lost man Proben unterschiedlichen Gehalts 
an Ei-Phosphatidsaure, aber gleicher Menge an Asolectin (insgesant 
10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den 
Ruckstand in je 1 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schiit- 
teln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH -Wert der 
wassrigen Dispersion wird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N Salz- 
saure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur jede 
Probe mit steigendem Ei-Phosphatidsauregehalt: 


Z-Ei-Phosphatidsaure 

17 

37 

50 

%-KUL 

24 

69 

65 


Beispiel 8 : 

a) Man lost 0,1 g einer Mischung aus Ei-Lecithin und Cholesterin 
(Molverhaltnis 1:1) und 0,1 g Ei-Phosphatidsaure in 10 ml einer 
Chloroform/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Losung i m Vakuum 
ein. Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 10 ml 0,01 N 
Natriumhydroxid-Losung durch fiinf Minuten langes Schutteln bei Raum- 
temperatur, wobei sich ein P H-Wert von ca. 12 einstellt. Durch Zugabe 
von IN Salzsaure wird der P H-Wert der wassrigen Phase auf ca. 7 ge- 
bracht. Man erhalt eine leicht opaleszierende, wassrige Phase. 


Die <»rfolgte Bildung von unilamel larcn Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spekcroskopisch, z.B. im NMR-5pektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop anchgewiesen werden. In der elektroncnmikroskopischen Abbil- 
dung sind GUL und KUL zu erkennen. 

b) Analog Beispiel 8a) lost man Proben unterschiedl ichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidsaure, aber gleicher Menge an Ei-Lecithin und Cholesterin 
(insgesamt 10 mg Lipid) in je 0,5 ml einer Chlorof ora/Methanol Mischung 
(2:1) und dampft diese Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils 
den Ruckstand in je 1,0 ml einer 0,01 K Natriumhyroxid-Losung unter 
Schiitteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert 
der vassrigen Dispersion wird anschl iessend durch Zugabe von 0,1 N 
Salzsaure auf ca. 7 bis 8 gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur 
jede Probe mit steigendein Ei-Phosphatidsauregehalt : 


%-Ei-Phosphacidsaure 10 

30 

50 

80 

S-KUL 4 

10 

20 

50 


Beispiel 9 : 

Man lost 0,5 g Ei-Phosphatidsaure und 0,5 g Dimyristoyllecithin in 
10 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Lcsung 
im Vakuur. ein. Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 50 ml 
einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schiitteln, wobei sich ein 
pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der vassrigen Dispersion 
vird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt 36 Z. 

Beispiel 10 : 

Man stellt analog Beispiel 9 Liposomengemische bestehend aus 0,5 g 
Ei-Phosphatidsaure und jeveils 0,5 g Dipalmitoylleci thin oder 
Distearoyllecithin her. Die Ausbeute an KUL betragt 10 
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Beispiel 11 : 

Man stellt analog Beispiel 9 ein Liposomengemisch bestehend aus 0,5 g 
Dipalmitoylphosphatidsaure und 0,5 g Ei-Lecithin her. Die Ausbeute 
an KUL betragt 10 Z. 

Beispiel 12 : 

Man lost 5 mg Lysolecithin und 5 mg Ei-Lecithin in 1 ml einer Chloro- 
forra/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese Losung im Vakuum ein. 
Man dispergiert den filmartigen Ruckstand in 1 ml destilliertem 
Wasser durch fiinf Minuten langes Schutteln, vobei sich ein pH-U'ert von 
ca. 5 - 7 einstellt. Zur Bildung von unilamel laren Liposomen gibe nan 
anschliessend zur wassrigen Dispersion bei Raumtemperatur unter Kontrol 
le ait einem pH-Mecer soviel 0,1 N Salzsaure, bis der pH-Wert der 
wassrigen Phase auf 0,5 abgesunken ist. Durch Zugabe von 0,1 N Natriua- 
hydroxidlosung erhoht man anschliessend den pH-Wert auf 7. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
aikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KUL und GUL zu erkennen. Die Ausbeute ar. KUL betragt 50 Z. 

Beispiel 13 : 

Man stellt analog Beispiel 12 ein Liposomengemisch bestehend aus 5 mg 
Phosphatidyl- 2-[K,N-dimethyl-N-(2-N , ,N' .N'-trimethylammonioathyl)- 
ammonioj-athylchlorid, dessen Herstellung in Knight C.G., Liposomes, 
Elsevier 1981, Kapitel 3, beschrieben ist, und 5 mg Ei-Lecithin her.' 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
nikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KUL mit einem Durchmesser von 250 A und GUL mit einem Durch- 
messer von ca. 600 - >10,000 A zu erkennen. Die Ausbeute an KUL be- 
tragt 50 %. 


- 31 - 


belspiel 14 ; 


H- I*" 5 -c (6,67 ov» Ei-Lecithin und 5 ng ( , >5 nM) natCirliches 

(2.1) und d-pf, d.ese Usung in, Vakuu. i„ Routionsv.rd.pfer ein 
Han dingier, den fiiaarcigen in , d„ ti „ iertan 

durch funf M lmiten langes Schuct.ln. TObei sic „ , in pH _ crt ^ 
5 exnscent. An S chlie SS end »ird der pH-w, rt der „ assri8 e„ DlspersiM 
«« 0,1 N N.tri»hvdro*id-Los«ng unter Kontroll. .it eine» p „- Meter 
auf ca. 8 eingestellt. 

Die crfolgt. Bildung von nnii^eUaren Liposome „ kann analog w _ 
.Pi.1 U) spekcroskopiach. i. NMK-Spekc™., oder i„ EUktronen- 

^kroskop neehgeviesen werden. In der e 1 ekj r one™,ikroskop is chen 
Abbild^? sind m und CUL zu wKS&rDS A&J$ fiSCT^ * 

ca. 35 Z. B 


Beispiel 15: 


Man »., 6 ng (8,00 oM) Ei-Lecithi„ und , mg „.„ M) „ atiirIiches 
Eysopnosp^idvU.rin i„ , „ einer Chiorofo^eCanol mscnung (2ll) 

isperg^ den f iW ti gen Riicksta „ c in , „ d . !tin .. rtM 
a U r=„ un £ , lnuten langes Schiicteln _ Mbei sith 

xnsce C. AnscHiiessend rir d der p„- U er t der „ assr i g e„ 
0.1 H.m^ twj ^, unter Ko „ trone 

ca. 8 eingestellt. 

Die erfoigce Biidung von unU*,eUaren Ufomn kann e„ aIo g Bei- 

iZosl !P t r0Sk0piSeh • "-P*"-. -« i„ E1 ek„one„- 

cikroskop nachgewiesen werden. In der el e ktr nno „™; i , • . 
j . j eIek tronenroikroskopischen Abbil- 

dung Sln d KUL und CUL zu erkcnncn Die a„.k 

Die Aus beute an KUL betragt ca. 
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Beispiel 16 : 

Man lost 5 tng (6,67 mM) Ei-Lecithin und 5 mg (10,0 mM) Lysophosphat id- 
ylinositol in 1 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) und dampft 
diese Losung im Vakuum im Rotationsverdampf er ein. Man dispergiert 
den filmartigen Riickstand in 1 ml destilliertem Wasser durch fiinf 
Minutcn langes Schutteln, wobei sich ein pH-Wert von ca. 6 einscellt. 
Anschliessend wird der pH-Wert der wassrigen Dispersion mit 0,1 N 
Natriuxnhydroxid-Losung unter Kontrolle mit einem pH-Meter auf ca. 7 
eingestellt. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind KUL und GUL zu erkennen. Die Ausbeute an KUL betragt ca. 
AO Z. 

Beispiel 17 : 

a) Man lost 0,5 g Monoolein (9-cis-0ctadecenoylglycerol) unc 0,5 g 
Ei-Phosphatidsaure in 20 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Losung im Vakuum ein. Man dispergiert den filmartigen 
Rucks tand in 100 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung durch fiinf 
Minuten langes Schiitteln bei Raumtetnperatur, wobei sich ein pH-Wert 
von ca. 12 einstellt. Durch Zugabe von 1 K Salzsaure vird der pH-Wert 
der wassrigen Phase auf ca. 7 gebracht. Man erhalt eine leicht opales- 
zierende, wassrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Bei- 
spiel la) spektroskopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder im Elektronen- 
mikroskop nachgewiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbil- 
dung sind GUL und KUL zu erkennen. 
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b) Analog Beispiel 17a) lost man Probcn unt crschicd) ichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidsaure und an Monoolein (totalc Lipidmenge ■ 10 mg) in je 
0,5 ml ciner Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) und dampfc diese 
Lbsun^en ini Vakuum cin. Man dispergiert jeweils den Rucks tand in je 
1 ml ciner 0,01 N Natriumhyroxid-Losung unter Schiitteln, wobei sich 
ein pH-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wassrigen Dispersion 
wird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur jede Probe mit steigendem 
Ei-Phosphatidsauregehalt : 


2-Ei-PhosphatidsSure 

20 

30 

50 

80 

Z-KUL 

10 

17 

26 

45 


Beispiel 18 : 

Analog Beispiel 17a) lost man Proben unterschiedlichen Gehalts an 
Ei-Phosphatidsaure und Monomyristin (gesamte Lipidmenge: 10 mg) in je 
0,5 ml einer Chlorof orm/Methanol Mischung (2:1) und dampft diese 
Losungen im Vakuum ein. Man dispergiert jeweils den Riickstand in je 
1 ml einer 0,01 N Natriumhydroxid-Losung unter Schiitteln, wobei sich 
ein pK-Wert von ca. 12 einstellt. Der pH-Wert der wassrigen Dispersion 
wird anschliessend durch Zugabe von 0,1 N Salzsaure auf ca. 7 bis 8 
gesenkt. Die Ausbeute an KUL betragt fur jede Probe mit steigendem 
Ei-?hosphatidsauregehalt : 


'-Ei-Phosphatidsaure 

30 

50 

80 

7.-KUL 

9 

18 

38 


Beispiel 19 : 

a) Man stellt analog Beispiel la) und lb) ein Liposomengemisch be- 
stehend aus Ei-Phosphatidsaure her, wobei man eine Ausbeute bis 
zu 66 2 KUL erhiilt. Urn den Anteil an GUL im Liposomengemisch zu er- 
hohen, setzt man zur dispersen Phase, welche frisch hergestellt uni- 
lamellar Liposomen enthale, 0,5 molare Kochsalzlosunp hinzu. Mit zu- 


UUBBUtO 
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nehmender NaCl-Konzentracion in der disperscn Phase sinkt der Anteil 
an KUL: 


[NaCl] in Mo 1/1 

0 

0,2 

0,3 

0,4 

0.5 

0,6 

0,75 

0,95 

Z-KUL 

66 

64 

50 

40 

30 

23 

15 

11 


b) Um den Anteil an GUL im Liposomengemisch zu erhohen, setzt man zur 
dispersen Phase, welche frisch hergestellte unilamellare Liposomen 
bestehend aus reiner Ei-Phosphatidsaure enthalt, 0,5 molar e Kalium- 
chloridlosung hinzu. Mit zunehmender KCl-Konzentration in der disper- 
sen Phase sinkt der Anteil an KUL: 


(KCl) in Mo 1/1 

0 

0,2 

0,4 

0,5 

0,63 

Z-KUL 

66 

63 

50 

50 

36 


Beisoiel 20 ; 

Man lost 40 mg Dipalmitoylphosphatidylcholin una 20 mg Ei-Phosphatid- 
saure in 5 ml reinem tert.-Butanol bei 60°. Durch Eintauchen des 
Kolbens in eine KSltemischung aus Methanol-Trockeneis friert man 
die Losung ein. Man entfernt das tert.-Butanol in einem Gef riertrockner 
und'erhalt so einen homogenen Schaum von Lipiden. Anschliessend 
dispergiert man in Wasser durch hef tiges Schutteln. Zur Bildung von 
unilamellaren Liposomen gibt man bei Raumtemperatur unter Kontrolle 
mit einem pH-Meter soviel 0,1 N-Natronlauge, bis der pH-Wert auf ca. 
8 ansteigt. Durch Zugabe von Phosphatpuf f erlosung stellt man an- 
schliessend den pH-Wert der wassrigen Phase auf ca. 7 ein. Man erhalt 
eine leicht opaleszierende, wassrige Phase. Die gebildeten Liposomen 
sind im Elektronenmikroskop erkennbar und haben einen Durchmesser von 
200 - 10,000 A. 
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tfeispiel 21 ; 

Man lost 3,0 mg eines in der Tabelle genannten Lipids und 7,0 mg 
Ei-Lecithin in 1 ml einer Chloroform/Methanol Mischung (2:1)" und 
dampft diese Losung ein. Man dispergiert den filmartigen Rucks tand 
in 1 ml destilliertem Wasser, wobei sich ein pH-Wert von ca. 6-10 
cinstellt. Anschliessend erhoht man den pH-Wert der vassrigen Phase 
durch Zugabe von 0,1 N Natriuahydroxid-Ldsung auf ca. 8. Die erfolgte 
Bildung von unilamellaren Liposomen kann analog Beispiel la) spektro- 
skopisch, z.B. im NMR-Spektrum, oder io Elektronenmikroskop nachge- 
wiesen werden. In der elektronenmikroskopischen Abbildung sind GUL 
und KUL zu erkennen. Die Ausbeute an KUL ist in der Tagelle angegeben; 

Tabelle: 


2-Hydroxyathyl-3-palmitoyloxyp.hosphat 

2- Methyl-2-palmitoyloxypropylhvdrogen- 
pnosphat 

3- Cetyloxy P rcpyl-2-hydroxyathylphosphat 

2- Bromathyl-cetylphosphat 

n-Eicosyl-2,3-(2,2-propyl en )-dioxypro- 
pylphosphat '* 

3- Stearyloxypropylhydrogenphosphat 

2,3-Dihydroxypropyl-myristylphosphat 

3-Cetyloxypropylhydrogenphosphat 

2,3-Dihydroxypropyl-n-eicosylphosphat 

Cholesteryl-2,3-dihydroxypropvl- 
phosphat 

Cetyl-2,3-dihydroxypropylphosphat 
Aethvl- 3 -stc> a royloxypr 0 pyip hosphat 


Konzentration 
des Lipids 
[mM/l J 

Ausbeute 
[7, KUL] 

6,52 

40 

6,76 

60 

6,73 

35 

6,63 

55 

5,84 

40 

5,98 

55 

7,69 

40 

7,46 

20 

6,33 

7 

5,18 

70 

7,18 

20 

6,36 

40 


36 - 
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Beispiel 22 : 

Analog Beispiel 1-20 kann man uni lamellare Liposomen aus Myrist insaure 
und Ei-Lecithin, Myristinsaure und Ei-Kephalin, Oelsaure und 
Ei-Lecithin, Oelsaure und Ei-Kephalin, Dimyristoylphosphatidsaure 
und Dimyristoyllecithin, Dipalmi toylphosphatidsaure und i-Palmitoy 1- 
2-oleoyllecithin, l-Palmitoyl-2-oleoylphosphatidsaure und Dipalmitoyl- 
lecithin, l-Palmitoyl-2-oleoy Iphosphatidsaure und l-Palmitoyl-2- 
oleoyllecithin, Ei-Lysophosphatidsaure und Ei-Lecithin, 1-Myristoyl- 
lysophosphatidsaure und l-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, 1-Palmitoyl- 
lysophosphatidsaure und l-Palmitoyl-2-oleoyllecithin, Lysophosphatidyl- 
serin aus dem Rinderhin und Ei-Lecithin, 1-Palmi toy 1-lysophospatidyl- 
serin, l-Palmitoyl-2-oleoyl-phosphatidylserin und 1-Palmitoy 1-2-oleoyl- 
lecithin und Lysophosphatidylserin aus dem Rinderhim und Ei-Kephalin 
herstellen. 

Beispiel 23 : 

2 mg Hydrocortison-21-palmitat, AO g Ei-Lecithin und 
20 mg Ei-phosphatidsaure werden in 5 ml tert .-Butanol gelds t, durch 
ein 0 f 2 pn-Filter sterilf iltriert , in eine 25 ml Viale gefullt, 
durch Eintauchen der Viale in eine Trockeneis/Aethanol-Kaltemischung 
gefroren und lyophylisiert . Man versetzt den entstandenen Schaum mit 
5 ml sterilem destilliertem Wasser und dispergiert durch 10 Minuten 
langes Schutteln. Durch Zugabe von 0,1 N sterilf iltrierter Katronlauge 
bringt man den pH-Wert auf 10,5 und lasst eine Minute lang stehen. 
Anschliessend setzt man 0,5 ml eines 10-fachen Konzentrates von phos- 
phatgepufferter isotonischer Kochsalzlosung von pK 7,4 (PBS fur 
Injektionszwecke) zu. Die so erhaltene Dispersion von unilamellaren 
Liposomen eignen sich zur Injektion in entzundlich veranderten Gelenk- 
kapseln. 

Be i ^piel 24 ; 

0, 1 mg N-Acetylrauramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyl-2-(l ' , 2'-di- 
palmitoyl-sn-glycero-S'-phosphoryD-athylanid, 7 mg chromatographisch 
gercinigtes Lecithin aus dem Huhncreiweiss und 3 mg Ei-Phosphatidsaure 
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werdcn in 2 ml eincr Chloroforn/Methanol Mischung (2:1) ge i osc und 
im Vakuum eingedampft. Es bleibc ein klarer Lipidfilm 2urUck . Man dis . 
pergiert diesen Film durch Zugabe von 2 ml sterile* desti 1 liertem 
Wasser unter Umschwenken und setzt einen Tropfen 0,1 Z- iger Thvmol . 
phthalein-Lcsung hinzu. 2ur Dispersion gibe man bis 2U m Farbur-scbl,. 
0,1 N Natronlauge, worauf sponcane Bildung von unilamellar Liposomen 
erfolgc. Man puffert anschliessend sofort durch Zugabe von 0,2 ml 
ernes 10-fachen Konzentrats von phosphatgepuf f erter isotonischer Koch- 
salzlosung (PBS fur Injektionszvecke) den pH-Wert auf 7,4 ab. 

Die entscandene Dispersion eignen sich direkt z ur Aktivierung von 
alveolaren Makrophagen in Zellkulcuren oder in vivo in der Ratte. 

Beispiel 25 : 

0,15 g ^AcetyWamyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyW-d' 
dipalmitoyl-sn-glycero-B'-pbosphoryD-.chylamid, 27 g Ei-Uci't'hi. .it 
9, , Phosphatidylcholine und 3 g Ei-Phosphatidsaure werden in 
.«« Mischung von 200 ml Chloroform und 20 ml Methanol gelbst nit 
200 ml tert.-Butanol aufgefiillt und auf 180 ml eingeengt. Die Losunc 

- 0,2 M m Filter sterilf il triert , in einer Aetha ^ rQ ^_ 

durch M hi ^ 8efr ° ren ^ anSChli — ^friergetrocknet. Das 

^rch Mahlung zerkleinerte Lyophilisat vird in 300 ml steril herge- 

scellte 0,01 K Natriumhydroxid-Losung unter kraftigem RUhren einge- 
ragen. Nach vollstandiger Dispersion wird die wassrige Phase durch 
Zugabe von 0.1 B K1 neutralisiert . Difi 

xspers vird in eine ger*hrte Ultraf iltrationszelle (Won®), 

a:: s ;:;:i::i z^rcr ^ mic eine ™ n - — 

....... ""lopore^ ) nlt elnem Porendurctaesser 

versehen ist und partikel fr»; . 

druck und • Urel «td.. und unter g.ringen, Bthtr . 

a und ste „ 6er 2ufunr von , terilfiltrierter Pufferl 

- «c. p „ , hne ca unJ Hg) ^ fiuriert _ VoiuMn d ^ 

c r Unt " " Si " kt - von 3 , „,„., sind 

GSL e^ecrennc und die uberstehend* Dispersion en GUI ksnn 
eapuUiert und fur Behend>un S sversuene ein S eset :t werden. 
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B cispiel 26 : 

15 mg N-Acetylmuramyl-L-alanyl-D-isoglutamyl-L-alanyl-2-(r , 2 , -di- 
palmitoyl-sn-glyccro-3 , -phosphoryl)-athy laraid , 0,6 g reines Ei-Lecithin 
und 2, A g Ei-Phosphatidsaure werden in einer Mischung von 20 ml Chloro- 
form und 2 ml Methanol gelost, durch ein 0,2 pm-Filter sterilf iltriert 
und an einetn partikelfrei gewaschenen, uber Sterilfilter entliifteten 
Rotationsverdampf er in einera 500 ml Rundkolben so eingedampft, dass die 
Lipidmischung als moglichst gleichraassiger Film auf der Kolbenwand 
trocknet. Nach Trocknung des Ruckstands iiber Nacht im Hochvakuura werden 
30 ml steril hergestellte 0,01 N Natriumhydroxid-Losung zugegeben, der 
Kolben verschlossen und 5 Minuten lang geschuttelt. Die entstandene 
opaleszierende wassrige Phase wird durch Zugabe von steriler 0,1 N 
Salzsaure auf pH 7,4 gestellt. Nach Einfiillen in eine geruhrte 
Filterzelle (Totalvolumen 100 ml) gemass Beispiel 23 wird unter Zugabe 
von sterilem, partikelfrei filtriertem Wasser so lange filtriert, bis 
500 ml Filtrat gesammelt sind. Dieses Filtrat wird in eine geruhrte 
Filterzelle, die mit einera Ultrafilter, z.B. Araicon U 10 , bestuckt 
ist, kontinuierlich eingespeist und auf ein Volumen von 30 nl konzen- 
triert. Die konzentrierte Dispersion enthalt kleine, uni lamellare 
Liposomen und kann nach Zugabe eines Konzentrats von Phosphatpuf f er 
nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) ampulliert und fur Behandlungs- 
versuche eingesetzt werden. 


- 39 - 


Anspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Liposomen, dadurch ge- 
kennzeichnet , dass man 


a) ein Lipid der Formel 


R, (0) 
|3 || m 


R -CH,-C-CH -0-F-O-R, (A) , 


R 2 OH 


worin m null oder ein ist, einer der Reste R^ und R 2 Wasserstoff, 
Hydroxy, Niederalkyl rit 1-4 C-Ator.en und der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy ^iz jc 10-20 C-Atcmen oder Acyloxy 
mit 10-50 C-Atonen, R 3 Wasserstoff oder Niederalkyl nit 1-4 C-Atomen 
und R^ Wasserstoff, Niederalkyl nit 1-7 C-Atoraen, einen Kohlehydrat- 
rest mit 5-12 C-Atomen oder, uenn R 1 und R ? Wasserstoff oder Hydroxy 
und R^ Wasserstoff bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und ein 
geeignetes zusatziiches Lipid und/ocer cine Fettsaure und ein geeigne- 
tes zusatziiches Lipid mit Ausnahme eines Sterins oder 

ein Lipid der Formel A, vcrin m null oder eins ist, und R^ unab- 

hangig voneinander Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy mit je 

10-20 C-Atomen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R_ und R, Wasserstoff 

3 4 

bedeuten und gegebenenf alls ein geeignetes zusatziiches Lipid 

in vassriger Phase mit einem pH-Wert grosser als 7 dispergiert, oder 

b) ein Lipid der Fornel A, vorin m null oder eins ist, einer der Reste 

R x und Wasserstoff, Hydroxy, Niederalkyl mit 1-4 C-Aton:en und 

der andere Rest Alkyl, Alkenyl, Alkoxy oder Alkenyloxy nit je 10-20 

C-Atcmen oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 1 Wasserstoff und R durch 

4 

einc Anrr.oniogruppo substituiertes Niederalkyl bedeuten, und gegebenen- 
falls ein geeignetes zusatziiches Lipid oder 
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ein Lipid dcr Formel A, worin m null odcr ^ins ist, und unabhan- 
gig voneinander Alkyl, Alkenyl oder Alkenyloxy mit je 10-20 C-Atomen 
oder Acyloxy mit 10-50 C-Atomen, R 3 Wasserstoff und durch eine 
Anmonioniederalkylanimoniogruppe substituiertes Niederalkyl bedeutcn, 
und ein geeignetes zusatzliches Lipid in wiissriger Phase mit cinem 
pH-Wert kleiner als 7 dispergiert, und, wenn notwendig, die wassrige 
Phase neutralisiert und, wenn ervunscht, die erhalcichen uni lamellar en 
Liposomen anreichert und/oder abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die wassrige Dispersion ein Lipid der Formel A, 
worin m eins ist, * 1 Alkyl, z.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, 
n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl), n-Hepta- 
decyl oder n-Octadecyl (Stearyl) , Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy) , 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) , n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy) , Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R 2 Wasserstoff oder Hydroxy, R 3 Wasser- 
stoff oder Niederalkyl, z.B. Methyl, und R^ Wasserstoff, Niederalkyl, 
z.B. Methyl oder Aethyl , Niederalkyl substituiert durch saure una 
basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. C~-A.-nino-u;-carbc>:y- 
niederalkyl, z.B. 2-Ar.ino-2-carboxyathy 1 oder 3-Arr.ino-3-carboxy-ri- 
propyl, Hydroxyniederalkyl, z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl, Niederalkylendioxyniederalkyl, z.B. 2,3-Aethylendioxypropyl 
oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, Halogenniedcralkyl , z.B. 2-Chlor- 
oder 2-Bromathyl, einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen, z.B. 
Inosit, oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. Cholesterin 
bedeuten, und ein zusatzliches Lipid der Formel A, worin Rj und R 2 
Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 
R 3 Wasserstoff und R^ 2-Trimethylammonioathyl oder 2-Amino2thyl bedeu- 
ten, enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Disperison ein Lipid der Formel A, worin R^ und R^ Acyloxy, 
z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, 


- 41 - 


R 3 Wasserstoff und R 4 Wasserstoff bedeuten. und gegebenenfal Is ein 
zusatzliches Lipid der Formel A, worin ^ und R 2 Acyloxy, 2 .B. Lauroyl- 
oxy, Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Scearoyloxy, R 3 Wasserstoff und 
R A 2-Trinethylammonioathyl, 2-Aninoathyl , Niederalkyl substituiert 
durch saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. 
^-Ar-ino-U^carboxyniederalkyl, z.B. 2-Amino-2-carboxyathyl oder 
3-Amino-3-carboxy-n-propyl, oder einen Kohlehydratrest mit 5-12 C-Ato- 
men bedeuten, z.B. Inosil, oder ein Monoglycerid, z.B. Monoolein oder .. 
Monc=vristin, oder ein Stearin, z.B. Cholesterin, enthalt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Dispersion eine Lysophospahtidsaure, z.B. 
eine natiirliche Lysophosphatidsaure, z.B. Ei-Lysophospha- 
tidsaure, oder eine synthetische Lysophosphatidsaure, z.B. 1-Lauroyl- 
l-Myristoyl- oder l-Paloitoyllysophosphatidsaure, ein Lysophosphatidyi- 
serin, z.B... ein naturliches. Lysophosphatidylserin, z.B. Lvsophosohatidvl- 
senr. aus dem Rinderhirn, oder ein synthetische* Lysophosphatidvlserin' 
z.B. i-Myristoyl- oder 1-Palmitoyllysophosphatidylserin, ein Lvsophos- 
Ph.tidylglyc.rin oder ein Lysophosphar idyl inositol und zusatzlich ein 
Lecithin, z.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, occr ein 
Lecithin mit gleichen Acyloxygruppen, z.B. Dimyristoyl- oder Dipalmi- 
toyliecithin, ein Lecithin nit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. 
l-Palr.itoyl-2-oleoyllecithin, oder zusatzlich ein Kephalin, z.B. ein 
naturliches Kephalin, z.B. Ei-Kephalin, oder ein Kephalin mit verschie- 
denen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2-oleoylkcphalin. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
die wassrige Dispersion eine natiirliche 

Phosphatidsaure, z.B. Ei-Phosphatidsauro, eine synthetische I'hosphatid- 
saure, z.B. Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl- oder l-Palmitoyl-2- 
oleoylphosphatids3ure, und gegebenenf alls zusatzlich ein Lecithin, 
z.B. ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin, cin Lecithin mit 
gleichen Acyloxygruppen, z.B. Dimyristoyl- pdcr Dipiileitoyl lecithin, 
oder cin Lecithin mit verschiedenen Acyloxygruppen, z.B. l-Palmitoyl-2- 
oleoyllecithin, oder ein Kephalin, z.B. ein naturliches Kephalin, z.B. 
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Ei-Kephalin oder ein Kephalin mit verschiedenen Acyloxygruppen, 2.B. 
l-Palmitoyl-2-oleoylkephalin, oder ein Phosphatidylserin, 2.B. ein 
natiirliches Phosphatidylserin, 2.B. Phosphatidyl serin aus dem Rinder- 
hirn, oder ein synthetisches Phosphatidylserin, 2.B. Dipalmitoyl- 
phosphatidylserin, ein Monoglycerid , z.B. Monoolein oder Monomyristin, 
oder ein Sterin, z.B. Cholesterin, enthalt. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Dispersion Ei-Phosphatidsaure oder Ei-Phosphatidsaure und 
Ei-Lecithin enthalt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Dispersion Ei-Phosphatidsaure, Ei-Lecithin oder Phosphatidylserin aus 
dem Rinderhirn enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Disperison Asolectin enthalt. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Dispersion Ei-Phosphatidsaure, Ei-Lecithin und Cholesterin enthalt. 

10. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
wassrige Dispersion Lysolecithin und Ei-Lecithin enthalt. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Dispersion natiirliches Lysophosphatidyl serin und Ei-Lecithin enthalt. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genannten Lipide in wassriger 
Phase dispergiert und anschliessend den pH-Wert bis auf ca. 12 erhoht . 

13. Verfahren nach Anspruch .12, dadurch gekennzeichnet, dass man den 
pH-Wert durch Zugabe von verdunnter wassriger Natriumhydroxid- oder 
Kaliutnhydroxid-Losung erhoht. 
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14. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genannten Lipide in wassrigen 
Phasen mit einem pH-Wert grosser als 7 dispergiert. . 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren a) genannten Lipide in verdiinnter, 
wSssriger Natriumhydroxid- oder Kaliumhydroxid-Losung dispergiert. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Schicht der unter Verfahren b) genannten Lipide in wassriger 
Phase mit einem pH von ca. 1 dispergiert. 

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
wassrige Phase anschliessend durch Zugabe von physiologisch annehmba- 
ren Sauren, Basen oder Pufferlosung mit einem pH 7-8 neutralisiert. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
solche wassrige Phase durch Zugabe von physiologisch annehmbaren 
Sauren oder Pufferlosung mit einem pH 7-8 neutralisiert, die man zuvor 
auf '.Cerce hoher als pK 8 eingestellt hat. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
wassrige Phase durch Zugabe von Salzsaure neutralisiert. 

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
solche wassrige Phase durch Zugabe von physioloigsch annehmbaren Basen 
neutralisiert, die man zuvor auf Werte niedriger als pK 5 eingestellt 
hat. 

^>£®S " aCh Verfahren Seroass Anspruch 1 erhaltlichen uni lamellaren 
Liposomen. 

22. Verabreichungssystem auf Liposomenbasis fur verkapselte U'irkstoffe, 
hergestellt nach dem Verfahren gemass Paten tanspruch 1. 


